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I.1 Sénescence réplicative et vieillissement cellulaire
I.1.1 Historique
Il est, à l’heure actuelle, bien connu que les cellules somatiques normales ne se
divisent pas indéfiniment. Ce phénomène, appelé sénescence réplicative, se caractérise par un
arrêt définitif des divisions cellulaires après un nombre fini de divisions.
En 1961, Hayflick et Moorhead montrèrent qu’une population de fibroblastes de
poumon fœtal humain avait une capacité proliférative limitée in vitro à environ 50 passages
en culture (DCP!: nombre de doublement cumulatif de population) au terme de laquelle les
cellules arrêtaient de se diviser et devenaient sénescentes (Hayflick et al., 1961). Ce
phénomène est maintenant également connu sous le nom de limite de Hayflick.
De plus, ces auteurs établirent que l’évolution d’une culture cellulaire in vitro pouvait
se diviser en trois phases. La première phase correspond à la mise en culture des cellules à
partir du tissu d’origine. Durant la seconde phase, qui fait suite au premier repiquage des
cellules, les cellules croissent de manière exponentielle. La troisième phase est caractérisée
par un ralentissement progressif de la vitesse de croissance des cultures jusqu’à un arrêt
irréversible des mitoses qui correspond à la sénescence réplicative. Les cellules en sénescence
réplicative restent métaboliquement actives et peuvent être maintenues vivantes en culture
durant plusieurs mois. S’en suit enfin la mort cellulaire (Figure I.1).
Ce modèle de vieillissement in vitro des fibroblastes humains diploïdes a été élargi à
d’autres types cellulaires prolifératifs comme les mélanocytes, les cellules endothéliales, etc.
et ce, pour différentes espèces animales.
I.1.2 Sénescence réplicative in vivo
La sénescence des cellules prolifératives observée in vitro est à mettre en relation avec
le vieillissement cellulaire in vivo.
Parmi les nombreux arguments en faveur de cette relation in vitro / in vivo, citons tout
d’abord la durée de vie proliférative des fibroblastes qui est inversement proportionnelle à
l’âge du donneur. En d’autres termes, le nombre de passages en culture réalisé par des
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fibroblastes issus d’un individu âgé sera plus faible que celui de cellules de même type
provenant d’un individu jeune (Figure II.2). On peut en déduire que les cellules de donneurs
âgés entrent plus vite en sénescence que celles d’un donneur jeune et que leur potentiel
prolifératif s’épuise donc également in vivo (Martin et al., 1970).
D’autre part, la durée de vie proliférative des cellules est directement proportionnelle à
la durée de vie maximale de l’animal dont elles sont issues, autrement dit, les cellules venant
d’espèces de mammifères à longue durée de vie feront plus de passages en culture que celles
qui proviennent d’animaux à durée de vie plus courte (Hayflick, 1977)!(Figure III.3). De
plus, les cellules issues d’individus atteints d’un syndrome de vieillissement accéléré, tel que
le syndrome de Werner, ont une durée de vie réplicative fortement réduite in vitro (maximum
20 DCPs). Ce syndrome a pour cause une mutation ou une délétion dans un gène codant pour
une protéine appartenant à la famille des hélicases. Il en résulte une moins bonne réplication
et réparation de l’ADN, ainsi qu’une moins bonne maintenance des séquences télomeriques
(Pour une revue!: (Campisi, 1999)).
I.2 Relations entre stress et vieillissement
I.2.1 Introduction
Un stress peut être défini comme toute perturbation potentiellement défavorable d’un
facteur environnemental auquel un système vivant est exposé. Au cours de leur vie, les
cellules sont soumises à une multitude de stress de natures très variées, tels que des stress
osmotiques, oxydatifs, mécaniques, thermiques,etc.!auxquels elles font face plus ou moins
efficacement en activant ou en inhibant certaines voies métaboliques. C’est ce qu’on appelle
la réponse aux stress.
Il existe deux grands types de réponse!:
La réponse immédiate, c’est à dire à court terme, impliquant l’activation de cascades
de kinases et qui détermine le sort de la cellule. Soit elle meurt par apoptose ou par nécrose,
soit elle survit et subit ou non des modifications (Pour une revue!: (Remacle et al., 1995)).
La réponse à long terme est généralement étudiée jusqu’à plusieurs jours voire même
plusieurs semaines, après des stress d’intensité subcytotoxique.
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I.2.2 Effet des stress sur les cellules
Selon un modèle largement accepté, on peut distinguer quatre niveaux de stress.Les
cellules peuvent adopter divers comportements!selon l’intensité des stress!auxquels elles sont
exposées (Remacle et al., 1995)!; (Toussaint et al., 1995).
stress de faible intensité et omniprésents!:
Ces stress recouvrent les concentrations basales en radicaux libres, les fluctuations de
pH ou de température, etc. Ces stress n’altèrent pas immédiatement la stabilité des systèmes
cellulaires. En effet, les dégâts causés sont sans cesse réparés par la cellule. Celle-ci augmente
donc momentanément ses activités métaboliques liées, par exemple, à des systèmes de
défense, de réparation, puis revient à son niveau basal.
Toutefois, il est possible, lorsque les réparations ne se font pas assez vite, que
certaines modifications deviennent irréversibles et s’accumulent. Lorsque le niveau de
dommages atteint un seuil critique, où les mécanismes compensatoires sont momentanément
dépassés, la stabilité thermodynamique du système cellulaire est perdue et la cellule se
retrouve à un niveau d’activité métabolique plus faible où elle réoptimalise ses fonctions, en
tenant compte du nombre d’erreurs plus élevé. Ce passage par des niveaux stationnaires
successifs d’activité métabolique plus faible représente le vieillissement normal (Toussaint et
al., 1992).
stress d’intensité modérée!:
Dans ce cas, on peut considérer que l’induction de systèmes de défense peut empêcher
l’accumulation de dommages supplémentaires, le stress agissant cette fois comme un
stimulateur des systèmes de réparation, du moins, tant qu’aucune modification irréversible
n’apparaît. Ce phénomène est appelé horméostase (Toussaint et al., 2001).
stress d’intensité intermédiaire ou subcytotoxiques!:
Ces stress peuvent être chroniques ou répétés, résultant de situations tout à fait
anormales, telles que l’inflammation, l’exposition à la radioactivité ou aux U.V., l’excès de
production de radicaux libres, etc. Dans ce cas, les mécanismes de réponse aux stress sont
momentanément débordés et on peut observer une accumulation de dommages irréversibles,
ce qui correspond à une perte de la stabilité cellulaire (Toussaint et al., 1992). Ces conditions
mènent soit à une sénescence induite prématurément par les stress, soit au déclenchement de
l’apoptose (Toussaint et al., 2002).
Première partie!: Introduction
- 7 -
stress de forte intensité!:
Dans ces conditions!, les lésions sont tellement nocives que la cellule meurt par
nécrose.
I.3 Sénescence induite prématurement par les stress (SIPS)
Beaucoup de types cellulaires prolifératifs (fibroblastes humains de poumon et de
peau, mélanocytes humains, cellules endothéliales, etc.) soumis à des stress subcytotoxiques
tels que les ultraviolets (UV), H2O2, tert-butylhydroperoxyde (t-BHP), éthanol (EtOH), etc.
entrent en SIPS.
Celle-ci peut être considérée comme une réponse à long terme des cellules
prolifératives face à des stress subcytotoxiques. Les cellules en SIPS partagent de nombreux
traits communs avec les cellules en sénescence normale.
D’un point de vue expérimental, les stress oxydatifs sont probablement les inducteurs
de SIPS les plus utilisés. Deux types de protocoles de stress oxydatifs existent pour augmenter
la proportion de fibroblastes humains diploides (FHDs) subissant la SIPS. Dans le premier
type de protocole, les FHDs subissent un stress léger chronique. Par exemple, on peut exposer
les cellules à une hyperoxie prolongée pendant plusieurs semaines (von Zglinicki et al.,
1995). Dans le second type de protocole, on réalise des stress subcytotoxiques de courte
durée, généralement une à deux heures, répétés ou non. Par exemple!on peut exposer les
cellules à des stress sous H2O2, t-BHP, éthanol, etc. Il est très important de se situer dans des
conditions subcytotoxiques pour pouvoir observer les effets à long terme des stress. Dans ces
conditions, la SIPS apparaît entre 48 et 72 heures après le(s) stress.
Parmi les stress qui ont été cités, nous nous attarderons principalement sur les stress
générés par le t-BHP et par l’éthanol. Le t-BHP est un peroxyde organique amphiphile
pénétrant facilement à travers les membranes biologiques. Arrivé dans le cytoplasme, il
génère des espèces réactionnelles dérivées de l’oxygène (Radicaux libres!ou RL) par réaction
avec des métaux de transition. Ces RL sont capables d’initier la peroxydation lipidique, ce qui
provoque une augmentation de la perméabilité membranaire, mais aussi de causer des
dommages à l’ADN comme des coupures simple et double brin, des délétions et des
mutations (Ochi et al., 1989).
L’éthanol est un alcool à chaîne très courte. Il est capable de pénétrer dans la double
couche lipidique, ce qui la rend plus fluide (Sanchez-Amate et al., 1995). Il déstabilise la
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membrane plasmique en perturbant l’organisation des phospholipides et des acides gras qui la
composent, ce qui a comme conséquence la perturbation des flux ioniques (Mantle et al.,
1999).
I.4 Biomarqueurs communs à la Sénescence Réplicative et à la SIPS
I.4.1 Les morphotypes
L’équipe de Bayreuther a montré qu’il est possible de classer les fibroblastes humains
en 7 classes morphologiquement et biochimiquement distinctes, au cours de leurs passages en
culture (Bayreuther et al., 1988). Ces différents morphotypes se distinguent par la forme, la
taille et le rapport de surface noyau / cytoplasme de la cellule. Ils peuvent être répartis en 3
groupes!:
les morphotypes mitotiques (MFI, II, III) sont caractérisés par une petite taille. Ils se
divisent activement. Ils représentent la majorité des fibroblastes d’une culture à faible nombre
de passages (=!«! jeune!»).
les morphotypes post-mitotiques (PMFIV, V, VI) sont caractérisés par une
morphologie de plus en plus étalée. Ils se retrouvent principalement dans les cultures à
nombre élevé de passages (=!«!âgées!»). Ces cellules ont atteint leur nombre maximal de
mitoses successives et ne se divisent donc plus mais restent viables durant plusieurs semaines
à plusieurs mois(Figure I.4).
le morphotype nécrotique (PMFVII) représentant la dégénerescence du PMFVI. Ce
morphotype est très rarement observé car il a une durée de vie très limitée.
La proportion des différents morphotypes dépend directement de l’âge de la culture,
exprimé en nombre de doublements cumulatifs de population (DCPs). Plus le nombre de
DCPs augmente, plus la proportion des morphotypes post-mitotiques augmente aux dépens
des morphotypes jeunes. (Figure I.5). Ces critères morphologiques ont été utilisés afin
d’analyser l’effet des stress subcytotoxiques sur le vieillissement in vitro. Ainsi, il fut
démontré qu’une culture de fibroblastes jeunes, stressée au t-BHP, voyait sa population de
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morphotypes jeunes diminuer au profit d’une augmentation des morphotypes âgés dans les 48
heures après les stress (Figure I.6). De plus, cette évolution vers des morphotypes post-
mitotiques dépend de la concentration en molécule stressante ainsi que de la durée et du
nombre de stress (Toussaint et al., 1992).
Bayreuther et ses collaborateurs ont également montré que leur modèle de
morphotypes  était applicable in vivo. En effet, après analyse de biopsies de peau humaine, ils
observèrent que la proportion des morphotypes évolue vers des morphotypes âgés en fonction
de l’âge du donneur (Figure I.7).
I.4.2 L’activité b-galactosidase associée à la sénescence (S.A b-gal)
L’équipe de J. Campisi (Dimri et al., 1995) a mis en évidence une activité
enzymatique b-galactosidase spécifique aux cellules en sénescence, abréviée S.A b-gal. Ce
marqueur enzymatique représente un outil remarquable pour la détection de cellules
sénescentes dans une culture.
L’activité de cette enzyme lysosomiale est détectable par histochimie à pH 6 dans les
cellules sénescentes grâce au X-gal, un substrat artificiel de l’enzyme, qui, après clivage,
colore les cellules en bleu. Il est essentiel que la révélation de cette activité ait lieu à pH 6 car
il existe une activité b-galactosidase lysosomiale, détectable à un pH optimal de 4, à la fois
chez les cellules jeunes et âgées. On pense actuellement que cette activité enzymatique
apparaît suite à un élargissement du pic de pH optimal, dû à l’augmentation de la taille des
lysosomes, dans les cellules vieilles, permettant ainsi une accumulation de l’enzyme dont
l’activité devient détectable dans une gamme de pH plus élargie (Kurz et al., 2000).
La proportion de cellules positives pour l’activité S.A b-gal augmente au cours des
DCPs, atteignant plus de 80% de cellules positives chez les cellules sénescentes.
On observe également une augmentation de la proportion de cellules positives pour
l’activité SA b-Gal dans les cellules à 48 heures après cinq stress au t-BHP. Cette proportion
est voisine de celle observée aux environs de 85% de durée de vie réplicative (Dumont et al.,
2000). (Figure I.8). Des marquages histochimiques qui mettent en évidence l’activité S.A
b-gal sur des échantillons de peau de donneurs humains d’âges différents montrent que la
proportion de cellules qui présentent cette activité, croît avec l’âge du donneur (Dimri et al.,
1995) (Figure I.9). Enfin, il existe une corrélation entre l’activité S.A b-Gal et les différents
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morphotypes. Une augmentation de l’activité est liée à un passage vers des morphotypes plus
âgés. ((Dumont et al., 2000) (Figure I.10).
I.4.3 Apparition de délétions dans l’ADN mitochondrial
Une majeure partie de l’énergie indispensable au métabolisme cellulaire est fournie
par l’ATP régénéré suite à l’activité de la chaîne de transport d’électrons se situant dans la
membrane interne des mitochondries. Ces organites disposent de leur propre génome, long de
16,5 kb, dont les gènes codent pour des protéines mitochondriales essentielles pour la
production d’ATP. Au cours du vieillissement cellulaire, des délétions, ainsi que des
mutations ponctuelles, apparaissent dans le génome mitochondrial. La délétion la plus
commune, de 4.977 pb, apparaît dans les cellules sénescentes et dans les cellules jeunes en
SIPS induite par le t-BHP (Dumont et al., 2000) (Figure I.11). Le niveau de délétions dans
l’ADN mitochondrial (ADNmt) est aussi plus élevé dans les échantillons de peau exposés au
soleil que dans les échantillons non exposés. Ce n’est pas tant la présence d’une délétion qui
est dangereuse, mais plutôt sa fréquence d’apparition dans une cellule ou un tissu. (Lee et al.,
1997) (Ozawa et al., 1991). On constate que l’accumulation de délétions dans l’ADNmt est
plus élevée dans les tissus très actifs, consommant beaucoup d’oxygène et générant donc
beaucoup plus de RL (Dumont et al., 2000).
I.4.4 Le raccourcissement des télomères
Les télomères sont les extrémités des chromosomes. Ils se caractérisent par la
répétition d’une séquence consensus (TTAGGG chez l’homme) un très grand nombre de fois
(Meyne et al., 1989). Ces répétitions forment une structure tridimensionnelle avec laquelle de
nombreuses protéines interagissent!; on parle de télosome.
Les télomères sont essentiels pour la stabilité chromosomique. Ils empêchent la
dégradation des extrémités chromosomiques, la fusion des chromosomes, ainsi que la
recombinaison d’éléments télomériques très courts, qui, après la mitose, générerait des
cassures simples ou doubles dans l’ADN, reconnues comme dommages.
Le modèle semi-conservatif de réplication de l’ADN et de la capacité de l’ADN
polymérase de ne synthétiser que dans le sens 5’ en 3’ de l’ADN en présence d’une amorce
d’ARN explique ce phénomène de raccourcissement, appelé «!problème de réplication
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terminale!». En effet, durant la réplication de l’ADN, un des deux brins est répliqué de façon
continue de 5’ en 3’, tandis que l’autre est synthétisé sous forme de fragments discontinus,
appelés fragments d’Okazaki, nécessitant à chaque fois une nouvelle amorce. La synthèse
étant terminée, toutes les amorces sont enlevées et les «!trous!» laissés sont comblés, sauf à
l’extrémité 5’. Le brin discontinu est, de ce fait, plus court de quelques paires de bases!que sa
matrice: on obtient une extrémité 3’ protrudante. C’est ce mécanisme qui serait à l’origine du
raccourcissement télomérique observé (Figure I.12).
Les télomères se raccourcissent au fur et à mesure des DCPs à raison d’environ 50 pb!/
DCP (Harley et al., 1990). Il est, à l’heure actuelle, indiscutable que ce raccourcissement au
fil des passages en culture soit un des mécanismes universels expliquant la limite de
prolifération des cellules somatiques et l’entrée de ces cellules en sénescence réplicative.
Un argument en faveur de cette théorie est que les cellules germinales et immortelles
(cellules cancéreuses) ne subissent pas ce phénomène de raccourcissement des télomères car
elles possèdent une enzyme, la télomérase, capable d'ajouter des séquences TTAGGG à partir
d’une matrice d’ARN apportée par  l’enzyme (Greider et al., 1996). La télomérase est une
ribonucléoprotéine contenant un ARN d’environ 9 à 30 pb complémentaires de l’ADN
télomérique (Figure I.13).
De plus, des expériences sur des fibroblastes humains normaux ont montré qu’il était
possible de restaurer l’activité télomérase de ces cellules en les transfectant de manière stable
avec un vecteur comportant l’ADNc codant pour la sous-unité catalytique de l’enzyme. Ces
auteurs ont observé que la durée de vie maximale de ces cellules augmentait considérablement
et que la longueur de leurs télomères était maintenue (Bodnar et al., 1998).
Enfin, les raccourcissements télomériques pourraient être perçus comme des
dommages à l’ADN, ce qui entraînerait l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 par des
mécanismes expliqués plus bas.
Le raccourcissement télomerique a aussi été démontré in vivo!: à la naissance, la
longueur des télomères est de 10 à 15 kb chez les fibroblastes humains, puis elle diminue
progressivement (Hastie et al., 1990); (Allsopp et al., 1992). Lorsque l’on examine des
cellules de donneurs d’âges différents, on observe que plus l’âge augmente, plus les télomères
sont courts. Le raccourcissement est d’environ 15 pb / an (Allsopp et al., 1992).
Les cellules en SIPS déclenchée par le t-BHP ou l’H2O2 montrent aussi un
raccourcissement accéléré des télomères (Dumont et al., 2001).
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I.4.5 Changement du niveau d’expression de gènes.(voir tableau I.1)
Plus de 80 gènes voient leur niveau d’expression varier durant le vieillissement in
vitro. Ces gènes codent pour des facteurs de croissance, des inhibiteurs de croissance, des
récepteurs, des composants de la matrice extracellulaire, des protéines intervenant dans la
synthèse, la réparation et la structure de l’ADN, des régulateurs du cycle cellulaire, etc.
Nous nous contenterons de citer certains de ces gènes dont le niveau d’expression
augmente après 5 stress oxydatifs subcytotoxiques sous t-BHP et lors de la sénescence
réplicative.
Parmi ces gènes, on trouve la fibronectine et l’a-1 procollagène, composants de la
matrice extracellulaire, impliqués dans l’adhésion cellulaire, l’organisation du cytosquelette et
la migration cellulaire. La fibronectine interviendrait dans les changements morphologiques,
observés lors de la SR et de la SIPS.
L’ostéonectine contribue au remodelage des tissus en induisant l’expression de
métalloprotéases. Elle est aussi connue pour inhiber l’entrée en phase S du cycle cellulaire.
L’apolipoprotéine J (ApoJ) est, elle aussi, induite par des stress et sa surexpression
entraîne une protection contre les stress (Dumont et al., 2000) (Figure I.14).
I.4.6 Régulation du cycle cellulaire.
Le cycle cellulaire est divisé en 4 étapes!: G1, S, G2, M. Toutes les étapes sont
étroitement régulées par une série de protéines appartenant à la famille des sérine-thréonine
kinases, dites kinases dépendantes de cycline (KDC). L’activité de ces kinases nécessite une
association à une sous-unité régulatrice qui s’appelle une cycline. Différents complexes
cycline-KDC sont exprimés et activés au cours des diverses phases du cycle. (Figure I.15 et
tableau I.2).
A la fin de la phase G1 se trouve le point de restriction. Ce moment est déterminant
pour la poursuite ou non du cycle jusqu’en phase S, où l’ADN va être dupliqué. Si ce point de
non retour est franchit, la cellule ne répond plus aux signaux inhibiteurs et n’a pas besoin
d’éléments stimulateurs pour rentrer en phase de division cellulaire (M) (Pardee, 1974).
Les cellules sénescentes sont incapables d’entrer en phase S. Leur cycle est bloqué en
G1 suite à différentes modifications qui apparaissent tout au long de cette étape. Seuls les faits
les plus importants sont repris ci-dessous.
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a ) Répression de gènes de réponse précoce aux mitogènes (early response genes)!:
Ces gènes sont induits rapidement après une stimulation par des facteurs de
croissance. Beaucoup de gènes impliqués en début de phase G1 sont normalement exprimés
chez les cellules sénescentes  (c-myc,c-jun,c-rasHa). Par contre, au moins trois gènes dont
l’expression est requise pour débuter la réplication de l’ADN, ne répondent plus aux
stimulations mitogéniques chez les cellules âgées. Il s’agit par exemple du proto-oncogène c-
fos (Seshadri et al., 1990) qui code pour une sous-unité du facteur de transcription AP-1, c-fos
est essentiel pour l’entrée en phase S et la répression de son expression explique en partie
pourquoi les cellules sénescentes ne se divisent plus. Le mécanisme responsable de la
répression de c-fos est connu. Cette répression est due au fait que le Facteur de Réponse au
Sérum (FRS) n’est plus capable de se lier sur son site consensus ERS (Elément de Réponse au
Sérum) situé dans le promoteur de c-fos. Dans les cellules sénescentes, FRS est
hypophosphorylé et cela empêche sa liaison à ERS, et donc la transcription de c-fos (Atadja et
al., 1994).
b ) Répression de gènes en phase G1/S
Plusieurs gènes qui sont normalement induits en fin de phase G1 ou en transition G1/S
ne sont plus exprimés dans les cellules sénescentes. Par exemple, notons!des gènes codant
pour des enzymes nécessaires au métabolisme de l’ADN, telles que la thymidine kinase, la
thymidilate synthétase, l’ADN polymérase a, la dihydrofolate réductase.
Le mécanisme responsable de la répression de la plupart des gènes en transition G1/S
est causé  chez les cellules sénescentes par une déficience de l’activité du facteur de
transcription E2F et, plus particulièrement, dû à la répression de l’expression la sous-unité
E2F1 de ce facteur de transcription. L’activité transcriptionnelle de E2F est régulé de façon
négative par la forme non phosphorylée de la protéine de rétinoblastome (pRb) (Dimri et al.,
1996)!; (Good et al., 1996). La phosphorylation de pRb par des complexes cycline-KDC
spécifiques permet la libération d’E2F. Ce dernier peut alors transcrire les gènes nécessaires
pour passer en phase S (Figure I.16). Dans les cellules sénescentes, cette phosphorylation de
pRb n’a plus lieu. E2F est constamment inactif.
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c ) Répression de cyclines et KDCs
On observe, chez les cellules sénescentes, une régulation altérée de l’expression ou de
l’activité de divers complexes cycline-KDC (Figure I.17). Les cyclines D1 et E (cyclines de
la phase G1) sont surexprimées chez les cellules âgées même si on les prive de facteurs de
croissance ou de sérum. Les KDC4 et KDC6 sont présentes chez les cellules agées. Les
cyclines D s’associent avec les KDC pour former les complexes cyclines D!/KDC4 ou 6. Pour
ce qui est de KDC2, certaines études disent qu’elle est bien présente chez les cellules âgées
mais que les complexes entre KDC2 et les cyclines D1 et E ne se font plus. D’autres études
montrent que l’ARNm de KDC2 n’est plus transcrit. A noter aussi, la répression des cyclines
A et B, nécessaires en fin de phase G2 et M. Ces répressions sont dues à un manque d’activité
transcriptionnelle deE2F.
d ) Induction de la synthèse d’inhibiteur de KDC!: IKDCs
Il existe des protéines qui s’associent avec les complexes cycline-KDC et qui inhibent
leur activité kinasique. Ces protéines inhibitrices de la croissance cellulaire sont classées en 2
familles sur base des homologies de séquence.
La famille INK4 comprenant p16 INK4A, p15 INK5B, p18 INK4C et p19 INK4D. Les membres de
cette famille se lient tous aux KDC4/6 et exercent leur action inhibitrice de 2 façons
différentes. Soit elles empêchent les complexes de se former, soit elles empêchent
l’interaction complexe-substrat. La protéine p16 INK4A notamment, est surexprimé chez les
cellules sénescentes. Son gène est marqué par des délétions dans beaucoup de cellules
tumorales. p16 INK4A inhibe l’association des cyclines D  avec KDC4/6 et empêche la
phosphorylation de pRb. Les cellules sont donc bloquées en phase G1 (Serrano et al., 1997)!;
(Hara et al., 1996).
La famille p21waf-1. Cette famille comprend aussi p27kip-1 et p57kip-2. p21waf-1 est induite
par p53. p21waf-1  interagit avec les KDCs et empêche l’activité kinasique de nombreux
complexes de la phase G1, tels que cycline D et E / KDC 2 et 4. p53 est un suppresseur de
tumeurs qui, dans 50% des tumeurs, est muté, ne jouant alors plus son activité de suppresseur
de tumeurs. Normalement, p53 est présent dans la cellule en faible quantité. Ceci est dû à la
présence de MDM2, dont l’expression est induite par les mitogènes. MDM2 est capable de se
fixer à p53 et de faciliter sa dégradation. Dans les cellules sénescentes, MDM2 n’est plus
induit, ce qui a pour conséquence l’activation de p53. p53 se fixe à sa séquence consensus
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dans le promoteur de p21waf-1  et déclenche sa transcription (Stein et al., 1990) ; (Noda et al.,
1994).
Pour les fibroblastes humains en SIPS, des analyses par Western blot ont montré qu’il
y avait une surexpression de p21waf-1 , comme dans les cellules âgées, et que le niveau de
phosphorylation de pRb est bas dans les deux situations (Figures I.18 et 19). Le niveau
d’incorporation de thymidine tritiée dans l’ADN de cellules en SIPS déclenchée par le t-BHP
a été analysé. Les résultats montrent une diminution nette de l’incorporation chez les cellules
en SIPS, comparable à celle observée chez des cellules se situant à 95% de leur durée de vie
proliférative (Dumont et al., 2000) (Figure I.20).
I.5 Est-ce que la SIPS et la SR sont deux processus similaires!?
Au-delà des ressemblances entre les fibroblastes en Sénescence Induite
Prématurément par les Stress (SIPS) et les fibroblastes en Sénescence Réplicative (SR), notre
équipe a voulu comparer plus globalement le niveau d’expression génique dans ces deux
phénotypes. Ce travail a été réalisé au niveau protéique par analyse du protéome (Dierick et
al., in press) et au niveau ARN messager par analyse du transcriptome.
L’analyse transcriptomique a tout d’abord été étudiée par «!RT-PCR Differential
Display!»(DD RT-PCR). Cette technique génère, par PCR, des fragments de tailles variées à
partir des ADN complémentaires synthétisés par transcription inverse de l’ARN issu des
cellules d’intérêt. La comparaison des profils d’électrophorèse obtenus à partir de de ces
produits PCR donne un accès à l’expression différentielle des transcrits entre les populations
étudiées. Les amplicons d’intérêt sont séquencés et identifiés. Cependant, un désavantage de
cette technique est qu’elle génère de nombreux faux-positifs. Il est donc nécessaire d’utiliser
des techniques alternatives pour confirmer toute expression différentielle mise en évidence
par «!DD RT-PCR!». Notre laboratoire ayant accès à la technologie des damiers à ADN et à
celle de la PCR en temps réel, ces deux approches ont été utilisées pour vérifier et valider les
résultats obtenus par «!DD RT-PCR!». Nous allons, dans la suite de cette introduction, décrire
brièvement ces deux types d’approches.
L’analyse protéomique, quant à elle, est une analyse de l’ensemble des protéines
exprimées dans un système biologique donné dans des conditions données (Wilkins et al.,
1996). Elle permet d’étudier le profil d’expression de nombreuses protéines à la fois ainsi que
leurs modifications post-traductionnelles (phosphorylation, etc.).
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L’équipe de Bayreuther  fut la première à avoir étudié les effets à long terme des stress
sur des FHDs en observant les profils d’expression de protéines par gel 2D pour des clones de
FHDs morphologiquement différents. Ils trouvèrent des spots qui étaient spécifiques des
différents morphotypes et observèrent une accélération de la transition d’un morphotype à
l’autre quand les fibroblastes étaient soumis à des stress répétés!(Bayreuther et al., 1988). De
plus, certains changements d’expression de protéines semblaient être similaires dans les
fibroblastes sénescents ou bien soumis à des stress (Rodemann, 1989; Rodemann et al.,
1989a; Rodemann et al., 1989b).
Une étude similaire a été réalisée au laboratoire afin de pouvoir comparer au niveau
protéomique, les fibroblastes en SIPS et en sénescence réplicative et vérifier si ces deux
processus sont similaires (Dierick et al., soumis). Le niveau d’expression de 1819 espèces
protéiques extraites à partir de fibroblastes WI-38 en SIPS induite par l’éthanol ou le t-BHP et
en SR a été comparé à celui de fibroblastes WI-38 jeunes. Pour pouvoir étudier les effets à
long terme des stress, les protéines synthétisées par les différentes populations expérimentales
furent marquées radioactivement durant 20 h à la 35S- méthionine en commençant 50 heures
après le dernier stress. Parmi tous les spots analysés, 50 montrent une différence d’intensité
significative entre les fibroblastes jeunes et âgés dont 38 sont spécifiques à la sénescence
réplicative tandis que les 12 autres présentent également des variations dans les cellules en
SIPS due à l’éthanol ou au t-BHP. Seulement 6 spots sont communs à la sénescence
réplicative et aux deux types de stress. Les autres changements observés étaient soit
spécifiques à la sénescence ou à un type de stress ou communs aux deux situations. Ces
résultats ont prouvé qu’au-delà des ressemblances partagées par la SIPS et la SR, ces deux
phénomènes sont bien des processus distincts (Figure I.21). Cette technique a permis
l’identification de 30 protéines subissant des changements d’expression dans la SIPS et/ou
dans la SR (Tableau I.3) (Dierick et al., soumis). Parmi ces protéines, quatre ont été choisies.
Le niveau d’expression de leur ARN messager a été analysé par PCR en temps réel. Ces
protéines sont l’isoforme M2 de la pyruvate kinase (PKM2) et la glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PDH), enzymes clés de la glycolyse et de la voie des pentoses phosphates
respectivement!; ainsi que l’AOP2, enzyme antioxydante et l’HSP27, protéine chaperone. Ces
différentes protéines seront décrites dans la partie résultats et discussion.
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I.6 La PCR en temps réel (Pour une revue!: (Salmon, 2002))
I.6.1 Introduction
La PCR en temps réel permet de mesurer par fluorescence l’accumulation des produits
d’amplification au cours de la réaction. Cette technique est bien adaptée pour l’étude de
l’expression différentielle de gènes.
Dans notre cas, la PCR en temps réel a été utilisée afin de valider les résultats obtenus
par DD RT-PCR et par damier à ADN et pour lesquels on veut comparer le niveau
d’expression lors de la SIPS et de la SR.
I.6.2 Principe
Avant toute chose, il faut générer des amorces spécifiques des gènes d'intérêt. Celles-
ci sont choisies dans des exons distincts afin de contrôler que les amplicons générés par la
PCR proviennent bien de l’amplification de l’ADNc et pas d’une éventuelle contamination
par l'ADN génomique. L’ARNm issu des différents échantillons est d’abord rétrotranscrit.
L’ADNc ainsi généré va servir de matrice pour la PCR en temps réel.
 Ce système permet de lier de façon proportionnelle la quantité de molécules de départ
(matrice) à l’intensité de fluorescence mesurée cycle après cycle, directement dans le tube
PCR. Différentes méthodes de détection existent!: comme les sondes d’hydrolyse, les amorces
fluorescentes, etc. Dans notre travail, nous avons utilisé une molécule appelée Sybr Green. Il
s’agit d’un agent intercalant capable d’émettre un signal fluorescent, une fois lié à l’ADN
double brin. Le Sybr Green permet donc de détecter l’accumulation des amplicons synthétisés
au terme de chaque étape d’extension de la PCR, et ce cycle par cycle.
Cependant, l'utilisation de cette molécule, qui se lie de façon non spécifique à l’ADN
double brin, nécessite de vérifier que seul l’amplicon désiré est produit au cours de la PCR, de
manière à pouvoir être semi-quantitatif. Cette vérification se fait de deux manières!:
D’une part, par électrophorèse en gel d’agarose des produits PCR. D’autre part, par la
réalisation d’une courbe de dissociation des amplicons lors d’un gradient de température de
60 à 95°C. La dénaturation permet la libération du Sybr Green en solution, ce qui a pour effet
de diminuer très fortement la fluorescence. En portant sur un graphique la dérivée de cette
courbe de fluorescence en fonction de la température, on obtient un pic correspondant à la
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libération du SyBr Green. Or la température de melting de l’amplicon dépend directement de
sa taille et de sa composition en nucléotides. Il est donc aisé de vérifier si le produit amplifié
est bien celui attendu et s’il est unique (présence d’un seul pic).
La courbe d’amplification obtenue par Real-Time PCR, et reprise à la Figure I.23,
montre l’évolution de la fluorescence au fur et à mesure des cycles. Durant les premiers
cycles, la fluorescence détectée correspond au bruit de fond. Le seuil de détection correspond
à une intensité de fluorescence significativement différente du niveau de basal. Le cycle où le
signal de fluorescence franchit ce seuil s’appelle le Ct (cycle seuil ou threshold cycle). Ce
point critique est inversement proportionnel à la quantité d’ADNc de départ. Autrement dit,
plus il y a d’ADNc dans l’échantillon de départ, moins de cycles il faudra pour atteindre ce
seuil de détection et inversement. Pour obtenir des résultats semi-quantitatifs, le Ct doit
toujours se trouver dans la phase exponentielle d’amplification.
Afin de pouvoir comparer le niveau d’expression d’un gène dans différentes situations,
l’établissement d’une courbe standard est requise (Bustin, 2000).
La PCR en temps réel présente de nombreux avantages!: elle est entièrement
automatisable, ce qui permet des analyses à un débit élevé, et surtout, elle ne nécessite pas de
manipulation après amplification comme par exemple, l’ouverture des tubes PCR pour les
mettre sur gel, ce qui évite les problèmes de contamination.
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I.7 But du mémoire
L'exposition de fibroblastes humains à divers types de stress comme le t-BHP ou
l'éthanol à doses subcytotoxiques, induit l'apparition d'une sénescence induite prématurément
par les stress, abrégée sous l'acronyme "SIPS".
Dans ce travail, nous allons tout d'abord vérifier par RT-PCR en temps réel les
résultats obtenus par "differential display", à savoir l'expression différentielle de huit gènes en
sénescence réplicative et en SIPS.
Ensuite, nous testerons si les différences de niveaux protéiques mises en évidence en
sénescence réplicative et en SIPS par une étude protéomique se retrouvent aussi au niveau des
quantités relatives des transcrits correspondant à ces protéines.
Enfin, pour certains candidats susceptibles de jouer un rôle dans la résistance cellulaire
au stress, nous allons construire les vecteurs d'expression permettant une transfection de leur
ADNc et leur surexpression dans des fibroblastes humains, avant de les exposer à des doses
cytotoxiques de  t-BHP et d'éthanol. Ce travail ouvrira la porte vers des études ultérieures où
les effets de transfections stables de ces ADNc seront testés sur l'apparition des principaux
biomarqueurs de la SIPS.
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II MATERIEL ET METHODES
II.1 Techniques de culture cellulaire
Dans la cadre de cette étude, nous avons utilisé des fibroblastes pulmonaires fœtaux
d’origine humaine WI-38 (Hayflick and Moorhead, 1961), ainsi que ces mêmes cellules
immortalisées par l’antigène T du virus SV40 (SV40). Ces cellules proviennent de l’American
Type Culture Collection (Manassas, VA, U.S.A.).
Matériel!:
- BME : Milieu basal de Eagle (Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne)
-  BME + 10% FBS!: Milieu BME additionné de 10% de sérum de veau fœtal
(Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne)
- Milieu de rinçage!: PBS (Phosphate Buffer Saline, 10mM, NaCl 0.9%, pH 7.4)
-  Solution de trypsine!: Trypsine à 0.25% (Gibco BRL, Paisley, Grande-
Bretagne)
-  Boîtes de culture stériles de 25 cm2 (T25) ou de 75 cm2 (T75) (Corning,
Cambridge, U.S.A.)
- Fibroblastes SV40 ou WI-38 à confluence.
- MEM (Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne)
- Antibiotiques (Pénicilline-Streptavidine (Bio-Whitaker, Verviers, Belgique).
Méthode!:
II.1.1 Repiquage des fibroblastes WI-38 et SV40
Les cellules sont maintenues en culture selon la méthode décrite par Hayflick (Figure
II.1) (Hayflick et al., 1961). Elles sont cultivées dans des boîtes de culture de 75 cm2 (T75).
Quand elles sont confluentes, c’est-à-dire quand elles ont atteint la densité moyenne de 40.000
cellules par cm2, elles sont repiquées dans des conditions stériles.
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- Préchauffer le milieu de rinçage (PBS), le milieu de culture (BME + 10% FBS!
pour les WI-38 ou MEM + 10% FBS pour les SV40) et la trypsine à 37°C.
- Décanter l’ancien milieu et rincer les cellules avec 10 ml de milieu de rinçage
afin d’éliminer toute trace de sérum. En effet, celui-ci contient des protéases
qui pourraient inhiber l’action de la trypsine.
- Ajouter 2 ml de trypsine par T75 et, lorsque l’on observe un arrondissement
des cellules au microscope à contraste de phase, enlever l’excédent de trypsine.
Incuber les cellules à 37°C jusqu’à ce qu’elles soient toutes détachées, c’est-à-
dire pendant environ 1 minute pour les SV-40 et environ 10 min pour les WI-
38.
- Rajouter 10 ml de BME +10% FBS dans la T75  pour les WI-38 et 10 ml de
MEM + 10% FBS pour les SV40, et à l’aide d’une pipette Pasteur, rompre les
agrégats cellulaires.
- Homogénéiser et répartir le milieu contenant les cellules détachées en 2 ou 4
T75. Après cela, ajouter dans chacune des boîtes de culture du BME +10%
FBS ou du MEM + 10% FBS pour porter à un volume de 15 ml par T75.
- Placer les boîtes de culture contenant les WI-38 entrouvertes dans une étuve à
37°C diffusant de l’air contenant 5% de CO2 afin d’ajuster le pH du milieu de
culture et placer les boîtes de culture contenant les SV40 dans l’étuve à 37°C
sans CO2.
II.1.2 Cryoconservation des cellules
Afin de pouvoir conserver les cellules à un stade donné de leur développement ou les
conserver à long terme, celles-ci sont congelées dans de l’azote liquide.
- Rincer et traiter les cellules à la trypsine comme cela à été décrit ci-dessus pour
le repiquage.
- Ajouter 9 ml de BME + 10% FBS et répartir dans deux tubes de 10 ml.
- Centrifuger pendant 10 minutes à 1000 rpm (centrifugeuse Hettich Universal,
Tuttlingen, Allemagne).
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-  Décanter le surnageant et resuspendre les cellules dans 1 ml de milieu de
congelation (BME + 10% DMSO + 20% FBS. Placer  le tout dans un cryotube.
(Corning, Cambridge, U.S.A.).
- La congelation se déroule en deux étapes:
La température descend tout d’abord progressivement jusqu’à – 70°C.
Pour ce faire, le cryotube est placé dans deux tubes, un de 10 ml
(Becton Dickinson, Cowley, Grande-Bretagne) et un de 50 ml
(Sarstedt, Numbrecht, Allemagne), fermés hermétiquement et plongés
dans une bouteille d’éthanol absolu à température ambiante. Celle-ci
est alors placée à –70°C.
Après un  minimum de 12 heures, le cryotube est plongé dans l’azote
liquide à -196°C.
II.1.3 Décongélation et mise en culture des cellules
Le cryotube contenant les cellules à décongeler est immédiatement placé dans un
berlin contenant de l’eau à 37°C.
- Centrifuger les cellules pendant 10 minutes à 1000 rpm.
- Resuspendre le culot dans du BME + 10% FBS et transférer dans une nouvelle
boîte de culture.
-  Le lendemain, changer le milieu de culture afin d’éliminer toute trace de
DMSO.
II.2 Stress subcytotoxiques sur les fibroblastes WI-38 et apparition des
biomarqueurs associés à la sénescence.
Afin de pouvoir étudier l’effet des stress sur les cellules WI-38, nous avons effectué
des stress successifs pendant 5 jours à raison d’un stress par jour au tert-butylhydroperoxyde
et à l’éthanol.
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II.2.1 Description des stress
Stress au tert-butylhydroperoxyde (t-BHP)!: le t-BHP est une molécule organique
amphiphile pouvant pénétrer facilement à travers la membrane biologique. Une fois dans le
cytoplasme, il réagit avec des métaux de transition et génère de ce fait des radicaux
hydroxyles. Ceux-ci sont capables d’initier la peroxydation lipidique, permettant ainsi une
augmentation de la perméabilité membranaire, un influx de calcium mais aussi des altérations
chromosomiques, une inhibition de la synthèse d’ADN et donc, un arrêt de la division
cellulaire.
Stress à l’éthanol (EtOH)!: c’est un alcool à courte chaîne carbonée pouvant s’infiltrer
dans la double couche lipidique des cellules, les rendant ainsi, encore plus fluides. En tant que
solvant organique, il déstabilise les membranes, perturbe l’organisation des phospholipides et
acides gras composant la membrane plasmique.
Matériel!:
- BME + 10% FBS!: Milieu BME additionné de 10% de sérum de veau fœtal
- (Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne)
- PBS!: Phosphate Buffer Saline 10mM, NaCl 0.9%, pH 7.4)
- tert-butylhydroperoxyde (Merck, Darmstadt, Allemagne)!: stock à 7.92 M
- Ethanol absolu filtré (Merck, Darmstadt, Allemagne)
- Boîtes de culture stériles (T75 et T25)
- H2O filtrée à l’aide d’une seringue + filtre.
Méthode!:
-  Repiquer les cellules dans des T25 (contrôles S.A b-gal et incorporation de
thymidine tritiée) et dans des T75 en présence de BME + 10% FBS.
-  Lorsqu’elles arrivent à confluence, les soumettre à une série de cinq stress
successifs au t-BHP et à l’EtOH, à raison d’un stress par jour.
- Une première série de fibroblastes WI-38 est soumise à un stress au t-BHP à
30mM, dilué dans du BME+ 10% FBS et ce, pendant 1h.
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- Une autre série est soumise à un stress à l’éthanol 5% pendant 2h. Comme pour
le t-BHP, l’ éthanol est dilué dans du BME+ 10% FBS.
- Rincer les cellules au PBS (10ml).
- Décanter le PBS, puis rajouter 15 ml de milieu de cutlure BME+ 10% FBS aux
cellules.
Une série de contrôles est réalisée. Dans ce cas, les mêmes étapes que pour les cellules
stressées sont effectuées mais on ne leur rajoute pas de molécules stressantes dans leur milieu
de culture.
Après les cinq jours de stress successifs, laisser une période de récuperation de 3 jours
aux cellules, ceci afin de pouvoir discriminer la réponse au stress à court terme de celle à long
terme. Renouveler le milieu de culture des cellules la veille de l’extraction d’ARN.
II.3 Etude de l’activité b- galactosidase associée à la sénescence
Matériel!:
- tampon PBS!: (Phosphate Buffer Saline)!: tampon phosphate 10 mM à pH 7.4
contenant 0.9% de NaCl
- Solution de fixation!:
Formaldéhyde 2%! (Belgolabo, Overijse, Belgique)
Glutaraldéhyde 0.2% (Fluka, Buchs, Suisse)
- Solution de coloration:
Tampon phosphate à pH 6 (Merck, Darmstad, Allemagne)
Ferrocyanure de potassium  0.1 M (Merck, Darmstadt, Allemagne)
Ferricyanure de potassium 0.1 M (Merck, Darmstadt, Allemagne)
Chlorure de sodium (NaCl) 5 M (Merck, Darmstadt, Allemagne)
Chlorure de magnésium (MgCl2) 1 M
1 mg/ml de 5- bromo-4- chloro-3- indolyl-b-D-galactoside (X-gal)
(Eurogentec, Seraing, Belgique). La solution stock se trouve à 20
mg/ml dilué dans du N, N’- diméthylformamide (Janssen Chimica,
Belgique) conservée à – 20°C
- Méthanol (Acros organics, Geel, Belgique)
- Plaque 6 puits stériles
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Méthode!:
Le lendemain du dernier stress (et le jour du premier stress pour les cellules non
stressées (jO), repiquer les cellules à faible densité (10.000 cellules/puits).
- Décanter le milieu de culture et rincer les cellules deux fois au PBS (2 ml).
- Fixer les cellules dans 2 ml de solution de fixation pendant 5 minutes.
- Rincer à nouveau les cellules deux fois avec du PBS.
- Ajouter 2 ml de solution de coloration afin de détecter l’activité S.A b-gal.
-  Incuber de 12 à 17 heures à 37°C dans l’étuve sans CO2 pour obtenir une
coloration optimale.
- Laver les cellules deux fois au PBS.
- Rincer, deux fois au méthanol.
- Laisser sécher à température ambiante.
Par après, compter la proportion de cellules présentant une activité S.A b-gal par
rapport aux cellules non colorées grâce au microscope optique. La coloration se concentre
dans la région périnucléaire et est plus ou moins diffuse dans le cytosol.




- acide trichloroacétique 10% préalablement refroidi sur glace
- PBS (Phosphate Buffer Saline, 10 mM, NaCl 0,9%, pH 7,4)
- Ethanol 70%
- NaOH (0.5 M)
- HCl (0.5 M)
- Aqualuma (Lumac, Pays-Bas)
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-  Compteur à scintillations (modèle 2100TR Packard Instrument Company,
Meriden, U.S.A.)
Méthode!:
-  Repiquer les cellules en plaque multi-puits à raison de 10.000 cellules par
puits.
- Ajouter un volume de thymidine tritiée(1 mCi) au milieu de culture.
-  Après 24 heures d’incorporation, décanter le milieu de culture contenant la
thymidine tritiée.  - Rincer les puits au PBS, à l’acide trichloroacétique 10%
préalablement refroidi sur glace,  à l’éthanol 70%, et une nouvelle fois au PBS.
- Ajouter du NaOH 5 M dans chacun des puits afin de dissoudre les précipités
formés.
- Neutraliser l’action du NaOH en ajoutant un volume égal d’HCl 5 M.
-  Homogénéiser et reprendre toute la solution à laquelle une solution
d’Aqualuma est ajoutée. Cette substance permet de visualiser l’incorporation
de thymidine tritiée au compteur à scintillations par une réaction qui
transforme l’énergie radioactive contenue dans la solution en énergie
lumineuse (photons).
II.5 Transfection des fibroblastes  SV 40
Ces cellules ont été transfectées avec les vecteurs d’expression contenant les ADNc
codant pour les protéines d’intérêt. La méthode de transfection au phosphate de calcium a été
utilisée dans le cadre de ce travail.
Matériel!:
Utilisation du kit (Calphos Mammalian transfection kit, Clontech, Palo Alto, U.S.A.)
contenant!:
- HBS (Hepes-Buffer saline 2X) (Clontech, Palo Alto, U.S.A.) stocké à – 20°C
- Solution de calcium 2 M (Clontech, Palo Alto, U.S.A.)
- Cellules à 50-80% de confluence
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- Milieu de culture (MEM) + Antibiotique + 10% FBS
- PBS (Phosphate Buffer Saline) 10 mM à pH 7.4 contenant 0.9% de NaCl
- ADN plasmidique purifié
- eau stérile
Méthode!:
-  Repiquer les cellules à transfecter la veille de manière à obtenir entre 50 et
80% de confluence.
- Trois heures avant la transfection!, changer le milieu de culture des cellules.
- Pour chaque transfection,  préparer les solutions A et B!: (Figure II.2)
- Solution A!(900 ml) : ADN plasmidique (30 mg)
eau stérile
solution de calcium 2 M
- Solution B (900 ml)!: HBS 2X
- Ajouter la solution A goutte-à-goutte à l’aide d’une pipette Pasteur à la solution
B tout en bullant la solution B. On permet ainsi le formation d’un précipité de
phosphate de calcium et d’ADN.
- Incuber la solution de transfection pendant 20 minutes à température ambiante.
- Vortexer doucement la solution avant de l’ajouter goutte à goutte au milieu de
culture.
- Incuber les cellules de 2 à 12 heures dans une étuve à 5% CO2 (37°C).
- Retirer le milieu de culture et rincer une fois au PBS.
- Rajouter 12 ml de MEM + 10% FBS.
- Incuber dans l’étuve à 37°C avec 5% CO2. La sélection au G418 des cellules
transfectées débute 24 à 72 heures après la transfection.
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II.6 Sélection au G418 (généticine)
Matériel!:
-  G418 ou généticine!: stock en poudre (70%) (Gibco BRL, Paisley, Grande-
Bretagne)
- MEM + antibiotiques+ 10% FBS
- filtre 0,2 mm + seringue
Méthode!:
- Préparer une solution stock de G418 à 10 mg/ml dans du MEM (diluer 1 g de
poudre dans 70 ml de MEM).
- Incuber les cellules dans du milieu MEM + 10% FBS + antibiotique contenant
400mg / ml de G418. La sélection dure en moyenne une dizaine de jours.
II.7 Mesure de la cytotoxicité par dosage de protéines
Matériel!:
- tampon PBS (Phosphate Buffer Saline)!: tampon phosphate 10 mM à pH 7.4
contenant 0.9% de NaCl
- Hydroxyde de sodium (NaOH) 0.5 N (Merck, Darmstad, Allemagne)
- Mixture alcaline!:
2% carbonate de sodium (Merck, Darmstad, Allemagne)
0.01% sulfate de cuivre (Merck, Darmstad, Allemagne)
0.02% tartrate de sodium/ potassium (Merck, Darmstad, Allemagne)
- Réactif phénol de Folin-Ciocalteu (Sigma, St- Louis, U.S.A.)
Méthode!:
Trois jours après le dernier stress, les protéines cellulaires sont dosées par la méthode
de Lowry (Lowry et al., 1951). Cette méthode se base sur le principe qu’une fois dénaturées
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au NaOH, les protéines exposent leur groupement aux réactifs. Les ions cuivriques de la
solution alcaline utilisée pour le dosage forment un complexe bleu avec les liaisons
peptidiques, tandis que le complexe phosphomolybdique-phosphotungstique du réactif de
Folin est réduit par les résidus tyrosine et tryptophane des protéines. L’intensité de la
coloration bleue est lue à 660 nm au spectrophotomètre (Uvikon 940, Kontron, Eching,
Allemagne) et est proportionnelle à la quantité de protéines présentes.
- Rincer les cellules deux fois au PBS.
-  Ajouter 1 ml de NaOH et incuber 30 minutes pour lyser les cellules et
dénaturer les protéines.
- Homogénéiser le lysat et prélever une fraction de 0.4 ml.
- Parallèlement, préparer un blanc et un étalon!:
Blanc!: NaOH 0.5 N
Etalon!: constitué d’albumine de sérum bovin (Bio-Rad, Munich,
Allemagne) diluée à 100 µg/ml dans du NaOH 0.5 N
- A chaque fraction, ajouter 2 ml de mixture alcaline de 30 sec en 30 sec puis
incuber pendant 15 min.
- En respectant le temps et l’ordre des tubes, ajouter 0.2ml de réactif de Folin
(dilué 2X)
- Agiter immédiatement
- Après 30 min de réaction, lire la densité optique au spectrophotomètre à 660
nm.
La concentration en protéines se calcule par la formule qui suit!:
Concentration en µg / ml =
100*(D.O. échantillon-D.O. du blanc) / (D.O. étalon-D.O. du blanc)*dilution
II.8 Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) (Griffin et al., 1994)
La réaction de polymérisation en chaîne (PCR) permet l’amplification d’un fragment
d’ADN matrice encadré de séquences connues. Ce procédé est rendu possible grâce à
l’utilisation, d’une part, d’amorces oligonucléotidiques anticomplémentaires (c’est-à-dire de
courts fragments d’ADN simple brin de séquence choisie et venant s'hybrider de part et
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d'autre de la séquence à amplifier) et, d’autre part, par l’emploi d’une ADN polymérase
thermostable.
La PCR est réalisée par l’enchaînement de cycles successifs de dénaturation de l’ADN
cible, hybridation des amorces et polymérisation d’une molécule d’ADN complémentaire sur
laquelle s’hybrident ces amorces. La répétition de ces cycles permet l’amplification quasi
exponentielle de la séquence d’ADN cible jusqu’à l’obtention d’un plateau suite à
l’épuisement des réactifs. Théoriquement, à chaque cycle est produit un nombre de molécules
égal au double du nombre de molécules présent au cycle précédent.
Matériel!:
- Amorce sens (200 µM) (Eurogentec, Seraing, Belgique)
- Amorce antisens (200 µM) (Eurogentec, Seraing, Belgique)
- dNTP (100 mM) (Roche, Mannheim, Allemagne)
- Tampon de la polymérase (Pfu) concentré 10 X (Promega, Madison, U.S.A.)
- ADN matrice
- Polymérase (Pfu) 2,5 unités / ml (Promega, Madison, U.S.A.)
Ajouter de l’eau stérile distillée pour atteindre le volume final désiré.
Programmation des cycles PCR :
L'appareil utilisé est le Gene Amp PCR System 9.700.
La réaction PCR utilisée pour ce travail se déroule comme suit :
- Dénaturation longue de 5 min à 95°C.
- Série de cycles (35-40 cycles):
Dénaturation 30 secondes à 95°C.
Hybridation 1 minute à 55°C.
Élongation 4 minutes à 70°C (la PCR par la Pfu  requiert au minimum
1 min  par kb)
Elle se termine par une étape d'élongation de 10 min à 70°C.
Les produits PCR sont conservés à 4°C.
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Vérification du produit PCR!:
Le produit PCR est déposé sur un gel d’agarose afin de vérifier la taille du fragment
amplifié par PCR.
II.9 PCR en temps réel (Real-Time PCR)
La technique de PCR en temps réel a été utilisée dans le but de valider l’expression
différentielle lors de la SIPS et de la sénescence réplicative de gènes dont l’expression est
modifiée par les stress subcytotoxiques au t-BHP ou à l’éthanol ou lors de la sénescence
réplicative de fibroblastes humains en culture. Ces gènes ont été identifiés par l’étude du
protéome (gels 2D) et du transcriptome (DD-RT-PCR) des cellules en SIPS et en sénescence
réplicative.
Principe!:
La PCR en temps réel permet de mesurer par fluorescence l’accumulation des produits
d’amplification obtenus après chaque cycle PCR. Ce système permet en effet d’associer de
façon proportionnelle la quantité d’amplicons produite et l’intensité de la fluorescence
mesurée dans chaque tube PCR et ce, durant chaque cycle (Figure II.3).
La fluorescence détectée provient d’un fluorochrome, le SyBR Green, se liant de façon
non spécifique à l’ADN double brin en émettant un signal fluorescent. L’identité des produits
obtenus est vérifiée en établissant une courbe de dissociation. Celle- ci est obtenue en
augmentant progressivement la température de 60 à 95°C afin de dissocier les ADN
bicaténaires. Le SyBR Green est alors libéré en solution ce qui entraîne une chute de la
fluorescence. La dérivée de la courbe de fluorescence en fonction de la température fait
apparaître un pic caractéristique de la taille et de la composition des fragments d’ADN
présents. La nature des produits peut être aussi analysée par électrophorèse en gel d’agarose.
L’analyse du profil d’expression d’un gène d’intérêt comprend plusieurs étapes: la première
consiste à rétrotranscrire l’ARN messager en ADN complémentaire simple brin (ADNc). La
deuxième est l’étape d’amplification et de détection proprement dite.
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II.9.1 Extraction d’ARN total de cultures cellulaires
Pour contrer les RNAses lors de l’extraction de l’ARN, la plupart des réactions se
passent à 4°C (afin de bloquer leur action). De plus, le tampon de lyse (solution de
dénaturation) contient du thiocyanate de guanidine et du b-mercaptoéthanol, qui sont tous les
deux, des inhibiteurs de RNAses. Enfin, la contamination due à des RNAses exogènes peut
être évitée par l’utilisation exclusive de matériel et de produits dépourvus de RNAse (RNAse
free).
Matériel!:
Utilisation du Kit RNAgents Total RNA Isolation System (Promega, Madison,
U.S.A.) comprenant!:
-  Solution de dénaturation (thiocyanate de guanidine et tampon citrate!/
sarcosine!/ b-  mercaptoéthanol)
- Acétate de sodium 2M, pH 4.0
-  Phénol!: Chloroforme!: alcool isoamylique en proportions 125!: 24!: 1,
tamponné avec 42mM de citrate de sodium, pH 4.3- 4.7
- Isopropanol
- Eau sans nucléase (RNAse free)
- Ethanol à 75% (Merck, Darmstad, Allemagne)
- Centrifugeuse (Beckman Avanti J- 25, U.S.A.)
Méthode!:
Le milieu de culture est entièrement décanté. La lyse des cellules est réalisée avec 4 ml
de tampon de lyse (solution de dénaturation refroidie sur glace) par boîte de culture T75.
- Après avoir rajouté le tampon de lyse dans la première T75, agiter un peu la
boîte afin de bien répartir la solution, puis racler à l’aide d’un râteau (sur
glace).
- Récupérer le lysat cellulaire à la pipette Pasteur et le faire passer de boîte en
boîte en répétant les mêmes opérations.
Deuxième partie!: Matériel et Méthodes
- 33 -
- Après avoir lysé toutes les boîtes, récupérer la solution contenant les cellules
lysées dans un tube de 50 ml (sur glace).
- Additionner un 1/10ème de volume d’acétate de sodium 2M à pH 4.0 à chaque
tube, puis agiter légèrement en l’inversant 4 à 5 fois.
- Ajouter 4 ml (1X le volume) de phenol!: chloroforme!: alcool isoamylique et
mélanger en inversant d’abord les tubes 3 à 5 fois puis vigoureusement pendant
30 secondes.
- Laisser incuber sur glace pendant 15 minutes.
-  Transférer le contenu du tube dans un tube corex et centrifuger pendant 20
minutes à 10.000 g, 4°C.
-  Récupérer délicatement la phase supérieure (aqueuse) contenant l’ARN et la
transférer dans un nouveau tube corex.
-  Ajouter un volume égal (4 ml) d’isopropanol!, mélanger et placer à – 20°C
pendant 30 minutes pour faire précipiter l’ARN.
- Après la précipitation, l’ARN est culotté par centrifugation à 10.000 g pendant
10 minutes.
-  Resuspendre à l’aide du vortex le culot obtenu dans 2.5 ml de solution de
dénaturation.
- Ajouter 2.5 ml d’isopropanol et mettre à – 20°C.
- Centrifuger 10 minutes à 10.000 g pour culotter l’ARN.
- Laver le culot avec 10 ml d’éthanol à 75% (refroidi à – 20°C).
- Centrifuger pendant 10 minutes à 10.000 g pour culotter l’ARN.
- Laisser sécher l’ARN.
- Resuspendre le culot sec dans un volume approprié d’eau distillée.
-  Prélever 0.7 m l dans 70 m l d’H2O pour doser la concentration au
spectrophotomètre. (mettre à 4°C pendant le dosage). La concentration est
obtenue en lisant la densité optique à 260 nm. (1 DO = 40 mg /ml d’ARN).
L’absorbance est également lue à 230 nm et 280 nm. Le rapport A260 nm/ A280 nm
donne une indication de la pureté de l’ARN. Il se situe idéalement entre 1.7 et
2.0. Le rapport A260 nm/ A230 nm doit lui, se situer entre 1.5 et 2.0. S’il est trop
faible, il témoigne de la présence résiduelle de thiocyanate de guanidine.
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II.9.2 Transcription inverse
Cette étape consiste à synthétiser de l’ADN complémentaire (ADNc) à partir d’ARN
purifié.
Matériel!:
- Oligo dT (500 ng/ml) (Invitrogen, Carlsbad, U.S.A.)
-  Tampon (5X) pour la Superscript RII Reverse Transcriptase. (Invitrogen,
Carlsbad, U.S.A.)
- Dithiotréitol (DTT) 0.1M (Invitrogen, Carlsbad, U.S.A.)
- dNTP mix 250 mM (Eurogentec, Seraing, Belgique)
- RNAsin (40 U/ ml) (Promega, Madison, U.S.A.)
- Superscript RII (200 U/ ml) (Invitrogen, Carlsbad, U.S.A.)
- Ribonucléase H (RNAse H) (2 U/ ml) (Invitrogen, Carlsbad, U.S.A.)
- ARN extrait
- Eau sans nucléase
- Blocs chauffants (Techne Dri-Block, DB-2D, Cambridge, Grande-Bretagne) à
37°C, 42°C, et 70°C.
Méthode!:
- Mélanger l’ARN à l’oligo dT et centrifuger!:
- Oligo dT (500 ng/ml)
- ARN
- ddH2O pour arriver à un total de 9.5 ml par tube.
- Incuber pendant 10 minutes à 70°C et centrifuger
- Mettre immédiatement sur glace pendant 5 minutes puis centrifuger
- Ajouter 9 ml de réaction mélange et centrifuger
- tampon RT (5X)
- DTT 0.1M
- RNAsin (40 U/ ml)
- dNTP mix 250 mM
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- Incuber 5 minutes à température ambiante
- Ajouter 1.5 ml de Superscript RII (200 U/ ml) et centrifuger
- Incuber 1h30 à 42°C et centrifuger
- Incuber 15 minutes à 70°C!et centrifuger
- Ajouter 1 ml de RNAse H (2 U/ ml) et centrifuger
- Incuber pendant 20 minutes à 37°C et centrifuger
- Congeler à – 20°C
II.9.3 Choix des couples d’amorces à partir de la séquence d’ARNm
Chaque couple d’amorces a été choisi à l’aide du programme Primer Express 5.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.). Les amorces ont été choisies dans des exons
différents afin d’éviter la présence de produits d’amplification à partir d’ADN génomique
contaminant. D’autres critères assurent la spécificité des amorces vis-à-vis de la séquence à
amplifier. Ces différents critères sont!:
- la longueur des amorces qui se situe entre 15 et 20 bases
- le contenu des amorces en G/C qui doit se situer entre 20 et 70%, on évitera de
plus de prendre des amorces possédant 2G et/ou 2C dans les cinq derniers
nucléotides
-  la température de melting qui elle, doit se situer entre 58 et 60°C et qui ne peut
différer de 1 à 2°C entre les deux amorces choisies
- la longueur de l’amplicon entre 50 et 150 pb.
En outre, plusieurs mises au point doivent être effectuées avant de procéder à la
quantification proprement dite des différents gènes dans les différentes conditions étudiées.
II.9.4 Détermination de la concentration optimale d’ADN matrice
Afin de déterminer l'efficience d'amplification d'un fragment d'ADNc correspondant à
chaque gène d'intérêt ainsi qu'au gène de référence, nous avons réalisé des droites standard.
Celles-ci sont obtenues en réalisant des dilutions sériées (de 10-1 à 10-4) de l'ADNc de départ.
Une PCR en temps réel est effectuée à partir de chacune de ces dilutions. Les valeurs de Ct
obtenues sont portées en graphique en fonction de la dilution réalisée. La droite passant par
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les points est appelée droite standard. La pente donnée par l'équation de cette droite permet de
déterminer l'efficience de l'amplification (E). En effet, E = 10 -1 / pente.
Matériel!:
Utilisation du master mix «!SyBR Green PCR!» (Applied Biosystems, Foster City,
CA, U.S.A.) contenant!:
- SyBR Green I dye (2X)
- Ampli Taq Gold DNA polymerase
- dNTPs




- Amorce sens (F) et antisens (R)
-  Abi Prism 7000 sequence detection system (ABI PRISM 7000, Applied
Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.)
Méthode!:
- Préparer le mix!:
- 12,5 ml de SyBR Green
- 2,5 ml d’amorce sens
- 2,5 ml d’amorce antisens
- 2,5 ml d’eau
- + 5 ml d’ADNc ou d’eau dans les NTC
- Vortexer le mix puis centrifuger
- Conditions PCR!:
dénaturation initiale et activation de l’enzyme pendant 10 minutes à
95°C
95°C pendant 15 secondes
60°C pendant 1 minute
Deuxième partie!: Matériel et Méthodes
- 37 -
II.9.5 Analyse des résultats
L’analyse des résultats commence par la détermination des Ct (cycles seuils) qui
s’obtiennent en fixant le seuil de détection dans la zone d’amplification exponentielle. Pour
un échantillon, ce cycle seuil correspond au cycle pour lequel on observe une intensité de
fluorescence significativement plus élevée que celle du bruit de fond. La valeur du Ct est
inversement proportionnelle à la quantité d’ADNc de départ.
Ensuite, on calcule le DCt pour chaque gène dans chacune des conditions et ce, par la
formule!: DCt = Ct du gène d’intérêt – Ct du gène de référence!;
Par après, on calcule le DDCt!: DDCt!= DCt du gène d’intérêt dans les cellules tests -
DCt du gène d’intérêt dans les cellules contrôles.
Une fois le DDCt! obtenu, on peut calculer la quantité relative le l’ARNm dintérêt dans
les différentes conditions par la formule 2 exp (-DDCt!). Une quantité relative de 1 signifie
qu’il n’y a pas de variation d’expression du gène dans la condition étudiée.
II.10 Cultures de bactéries
Matériel!:
- LB Broth (Becton, Dickinson and Company Sparks, Maryland, U.S.A.)
- Bacto TM Agar (Difco, Detroit, U.S.A.)
- Souche bactérienne Top 10 (Invitrogen, Carlsbad, U.S.A.)
Méthode :
Ce milieu est préparé à partir d’eau distillée additionnée de 2% de milieu LB Broth en
poudre.
- Autoclaver 25 min à 120°C.
- Laisser refroidir et ajouter les antibiotiques éventuels.
- Stocker le milieu LB (+ antibiotiques) à 4°C.
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Le milieu LB solide est équivalent au milieu LB liquide auquel on a ajouté 2 % d’agar
(Difco, Detroit, USA).
- Autoclaver 25 min à 120°C et puis laisser refroidir dans un bain à 60°C.
- Ajouter ensuite les additifs désirés (X-gal, IPTG, antibiotiques,...).
- Couler rapidement dans les boîtes de Pétri et laisser solidifier.
- Une fois le milieu bien solide, stocker les boîtes à 4°C.
- Laisser sécher les boîtes de Pétri 30 min sous hotte avant leur utilisation.
Les concentrations en antibiotiques utilisées dans ce travail  sont respectivement de
100 mg / ml pour l’ampicilline, 50  mg / ml pour la kanamycine et 270  mg / ml pour le
chloramphénicol.
II.11 Technique de clonage à l’aide du système Gateway
La technologie de clonage Gateway est basée sur le système d’intégration du phage
lambda au sein du génome de la bactérie hôte. Une réaction de recombinaison site spécifique
entre les sites Att P du phage et les sites Att B dans le génome bactérien permet l’insertion du
bactériophage dans le chromosome de la bactérie hôte.
Ces propriétés ont été mises à profit par la société Invitrogen pour développer la
technologie Gateway qui permet la construction de vecteurs d’expression par recombinaison.
Pour plus d’informations sur le système Gateway et sur les différents vecteurs
disponibles, il est conseillé de se référer au manuel d’utilisation disponible à l’adresse
suivante!: www. invitrogen. com.
II.11.1 Construction des vecteurs d’entrées
Afin d’insérer les gènes d’intérêt entre les sites de recombinaison Att L1 et Att L2 et
construire de la sorte nos vecteurs d’entrée, nous avons opté pour le système de clonage à
l’aide du pENTR directionnel TOPO cloning kit. Le principe est illustré à la Figure II.4 et se
décompose en deux étapes.
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a ) Synthèse par PCR du fragment cible
Le fragment à insérer dans le vecteur d’entrée est synthétisé par PCR. L’amorce sens
contient à son extrémité 5’ la séquence CACC qui assure d’une part le clonage directionnel
dans le vecteur d’entrée (qui contient la séquence complémentaire) et d’autre part la présence
d’une séquence Kozak unique pour une traduction efficace du gène d’intérêt lors de
l’expression en cellule eucaryote. L’amorce antisens contient ou non la séquence
complémentaire au codon stop du gène d’intérêt, selon que l’on souhaite exprimer une
protéine non modifiée ou fusionner celle-ci avec des épiscopes C-terminaux, afin de faciliter
sa détection (épitopes V5  et 6 His dans le vecteur pDEST-40, voir plus loin).
b ) Insertion du  fragment cible dans le vecteur d’entrée pENTR et transformation des
E. Coli Top 10
L’insertion du fragment d’intérêt dans le vecteur d’entrée est réalisée en utilisant la
technologie TOPO. La ligation est assurée par la topoisomérase liée de façon covalente à
l’extrémité 3’ du vecteur pENTR linéarisé au site d’insertion. Le produit PCR est mélangé
avec le vecteur d’entrée pENTR et incubé pendant 10 min à température ambiante puis sur
glace immédiatement pour arrêter la réaction. L’étape suivante consiste à transformer une
souche d’E. Coli  Top 10 ( Library efficiency Top 10 competent cells, Invitrogen, Carlsbad,
U.S.A.) avec 2 ml de mélange. Le tout est incubé sur glace pendant 20 min puis 30 sec dans
un bain à 42°C pour réaliser le choc thermique et permettre ainsi la transformation. Après la
transformation proprement dite, les bactéries sont placées directement sur glace. 250 ml de
milieu SOC est rajouté avant que les bactéries soient placées sous agitation à 37°C pendant 30
min. La dernière étape consiste à étaler une partie de la culture sur un milieu LB +
kanamycine. L’identification des clones positifs a été réalisée par analyse du profil de
restriction.
II.11.2 Construction des vecteurs de destination pDEST-40 (réaction LR)
Le vecteur pDEST-40 provient du vecteur mère pCDNA 3.1 dans lequel a été inséré
une cassette compatible Gateway. Il a été utilisé pour exprimer le gène d’intérêt dans les
cellules WI-38  immortalisées.
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Celui-ci contient  des sites Att R1 et Att R2 en aval du promoteur CMV et en amont
des séquences correspondant  aux épitopes V5 et 6 His. L’insertion d’une phase ouverte de
lecture se traduit donc par l’expression d’une protéine taggée, tandis que l’insertion de cette
phase ouverte de lecture avec un codon stop se traduit par la synthèse d’une protéine native.
Pratiquement, l’insertion du gène d’intérêt se réalise par la recombinaison entre les
sites Att L1 et Att L2 du vecteur d’entrée avec les sites Att R1 et Att R2 du vecteur de
destination. Le gène de résistance au chloramphénicol et le gène ccdB sont localisés entre les
sites Att R1 et Att R2 du vecteur pDEST-40 (Figure II.5).
Pour rappel, le produit du gène ccdB est une protéine cytotoxique qui se lie et bloque
les complexes ADN-gyrase lors de la réplication de l’ADN bactérien. La présence du gène
ccdB permet donc une sélection positive de clones ayant inséré le gène d’intérêt, la séquence
du gène ccdB étant excisé lors du processus de recombinaison.
La recombinaison est assurée par un mélange d’enzymes appelé LR clonase enzyme
mix (Invitrogen, Carlsbad, U.S.A.).
Matériel!:
Utilisation du kit «!Invitrogen GatewayTM LR CLONASETM Enzyme mix (stocké à
–70°C)!:
- vecteur de destination (pDEST40)
- tampon de réaction LR
- tampon TE
- Enzyme LR clonase
- vecteur d’entrée
Méthode!:
- Préparer le mélange.
- Incuber pendant 60 minutes à 25°C.
- Ajouter 2 ml de solution Proteinase K et incuber pendant 10 minutes à 37°C
après avoir vortexé et centrifugé le mélange.
- Transformer les cellules compétentes DH5 aTM avec 1 ml de réction LR.
- Incuber pendant 30 minutes sur glace.
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- Incuber pendant 30 secondes à 42°C (choc thetmique).
- Ajouter 250 ml de milieu SOC et incuber pendant 60 minutes à 37°C.
- Etaler 10 et 100 ml de la transformation sur milieu LB + ampicilline.
- De la même manière, les clones positifs ont été identifiés par analyse du profil
de restriction des candidats.
II.12 Mini- préparation d’ADN plasmidique
Les principales étapes de cette technique sont!:
- La lyse alcaline des bactéries
- La liaison de l’ADN à une colonne de silice
- L’élution de l’ADN
Matériel!:
Utilisation du Kit «!QIAprep Spin Miniprep using a microcentrifuge!:
- tube microcentrifuge
- tampon P1
- Tris- HCl (50 mM!; pH 8)
- EDTA (10 mM)
- RNase A (100 µg/ml)
- tampon P2
- NaOH (200 mM)
- SDS 1%
- tampon N3
- colonnes (Qiagen, Hilden, Allemagne)
- tampon PB
- tampon PE
- tampon EB (10 mM Tris- HCl, pH 8.5)
- centrifugeuse de table (Biofuge pico, Heraeus, Allemagne)
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Méthode!:
- Prélever stérilement une fraction de la culture liquide et conserver le reste à -
70°C après ajout de 15% de glycérol.
-  Centrifuger pendant 5 minutes à 13.000 rpm, 4°C. (Biofuge pico, Heraeus,
Allemagne)
-  Resuspendre le culot bactérien dans 250 µl de tampon P1. S’assurer que la
RNase a bien été        rajoutée au tampon. (Conserver à 4°C)
- Ajouter 250 µl de tampon P2 et inverser les tubes 4 à 6 fois pour mélanger.
- Laisser pendant 5 minutes à température ambiante.
-  Ajouter 350 µl de tampon N3 et inverser le tube immédiatement mais
calmement 4 à 6 fois.
-  Centrifuger pendant 10 minutes à 13.000 rpm, 4°C. (Biofuge pico, Heraeus,
Allemagne)
- Récupérer le surnageant (750 µl) et le placer sur la colonne.
- Centrifuger pendant 1 minute à 13.000 rpm, 4°C et jeter l’éluat.
- Laver la colonne avec 500 µl de tampon PB et centrifuger pendant 1 minute à
13.000 rpm, 4°C et jeter l’éluat.
- Laver la colonne avec 750 µl de tampon PE et centrifuger pendant 1 minute à
13.000 rpm, 4°C et jeter l’éluat.
- Répéter cette étape une nouvelle fois.
- Placer la colonne sur un nouvel eppendorf.
-  Eluer l’ADN en ajoutant 30 ou 50 µl de tampon EB ou de l’eau distillée et
centrifuger pendant 1 minute à 13.000 rpm, 4°C.
- Prélever 5 µl d’ADN et le mettre dans 95 µl d’eau pour doser l’absorbance au
spectrophotomètre. (GeneQuant)
II.13 Maxi-préparation d’ADN plasmidique :
La maxi-préparation permet de purifier de grandes quantités d’ADN plasmidique.
Cette technique utilise une colonne échangeuse d’anions sur laquelle s’adsorbe l’ADN
plasmidique, ce qui permet de le séparer des protéines, des débris cellulaires, de l’ARN et de
l’ADN génomique (Figure II.6)
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Matériel :
Kit de purification de plasmides!: Kit «!Qiagen plasmid Maxi kit!» (Qiagen, Hilden,
Allemagne)!:
- Tampon de resuspension (P1)!:
50 mM Tris-HCL pH 8,0
 10 mM EDTA
 100 µg/ml RNase A)
 (Conservation à 4°C après avoir ajouté la RNase A)
- Tampon de lyse (P2)!:
200 mM NaOH, 1 % SDS
 (Conservation à température ambiante)
- Tampon de neutralisation (P3)!:
3 M d’acétate de K
 (Conservation à 4°C)
- Tampon d’équilibrage des colonnes (QBT)!:
750 mM NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15 % d’isopropanol
 0,15 % Triton X-100
- Tampon de lavage (QC)!:
1 M NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15 % d’isopropanol
- Isopropanol (Merck, Darmstadt, Allemagne) conservé à température ambiante.
- Ethanol 70 % (Merck, Darmstadt, Allemagne) conservé à –20°C.
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Méthode :
Si le plasmide est présent en grand nombre de copies au sein de la bactérie hôte, 100
ml de milieu liquide (LB + antibiotique(s)) sont ensemencés avec 100 µl d’une culture liquide
issue d’une mini-culture.
Si le plasmide est présent en faible nombre de copies au sein de la bactérie, 250 ml de
milieu liquide (LB + antibiotique(s)) sont ensemencés avec 1 ml d’une culture liquide issue
d’une mini-culture.
- Incuber la culture une nuit à 37°C sous agitation à 250 rpm.
-  Centrifuger la culture à 6.000g pendant 15 minutes (Beckman Avanti J- 25,
rotor JLA-   16.250) et éliminer le surnageant.
- Resuspendre le culot dans 10 ml de tampon P1.
- Ajouter 10 ml de tampon P2 et mélanger doucement, puis laisser 5 minutes à
température ambiante.
- Ajouter 10 ml de tampon P3 et agiter doucement puis laisser 20 min sur glace.
- Centrifuger 30 min à 4°C à 20.000g (Beckman Avanti J- 25, rotor JA-20) et
récupérer le surnageant.
- Équilibrer les colonnes Qiagen-Tip 500 avec 10 ml de tampon QBT et laisser
la colonne se vider par gravité.
- Déposer le surnageant sur la colonne.
- Laver la colonne avec 2 x 30 ml de tampon QC.
- Eluer l’ADN plasmidique avec 15 ml de tampon QF.
- Récupérer l’éluat dans un Corex de 30 ml en verre.
- Précipiter l’ADN avec 0.7 volume (10,5 ml) d’isopropanol.
- Centrifuger 30 min à 15.000g à 4°C (Beckman Avanti J- 25, rotor JA-20) et
éliminer le surnageant.
- Laver avec 5 ml d’éthanol 70 %.
- Centrifuger 10 min à 15.000g à 4°C (Beckman Avanti J- 25, rotor JA-20).
- Décanter le surnageant délicatement.
-  Sécher le culot pendant 30 minutes (retourner les tubes sur du papier et les
mettre à 37°C.
- Resuspendre le culot dans 250 à 500 µl d’H2O distillée stérile.
- Conserver à –20°C.
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II.14 Restrictions enzymatiques
Les enzymes utilisées nous ont été fournies par Promega, Madison, U.S.A. Le
mélange réactionnel est constitué du tampon de restriction préconisé par le fournisseur, de
l’ADN à digérer et de l’enzyme (2-10 U / mg d’ADN) et de l’enzyme. Les réactions sont
réalisées durant 1 à 2h à 37°C.
II.15 Electrophorèse sur gel d’agarose
Cette technique consiste à séparer des molécules d’ADN selon leur taille sous l’action
d'un champ électrique constant appliqué sur un gel constitué de polymères d’agarose. Le
pourcentage en agarose est déterminé en fonction des tailles respectives des fragments à
séparer (Figure II.7). Des gels de haut pourcentage en agarose permettent de séparer des
fragments d’ADN de petite taille et inversement. La taille des fragments obtenus après
digestion est estimée à l’aide d’un marqueur de poids moléculaire. Les fragments dans le gel,
sont visualisés par l’ajout d’une solution de bromure d’éthidium dans le gel, molécule qui est
fluorescente quand elle s’intercale dans les bases de l’ADN bicaténaire (Figure II.8). L’ADN
est visualisé sous illumination UV.
Matériel :
- Cuve d’électrophorèse (Horizon 11-14, Gibco, Paisley, Grande-Bretagne)
- Transilluminateur, longueur d’onde!: 392 nm (Analis, Namur, Belgique)
-  Appareil photo: Kaiser RA1 + Photo-pront IP-001-SD (Vilber-Lournat,
France)
- Film K65HM (Mitsubishi, Japon) + imprimante P91 (Mitsubishi, Japon)
- TBE 1 X (Tris-borate 0,9 M!; EDTA 0,002 M), stock TBE 10X (Invitrogen,
Carlsbad, U.S.A.)
- Lampe U.V. (Vilber-Lourmat, France)
- Générateur EPS 500 / 400 (Pharmacia, Suède)
- Bromure d’éthidium, solution stock de 500 µg/ml (Sigma, St Louis, USA)
- Agarose (Ultra Pure Grade Agarose, Bio-Rad, Richmond, USA)
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- Tampon de charge!(6X Load dye):
Glycérol 50 % (Merck, Darmstadt, Allemagne)
EDTA 100 mM (Merck, Darmstadt, Allemagne)
SDS 1 % (Merck, Darmstadt, Allemagne)
Bleu de bromophénol 0,1 % (Janssen Chimica, Beerse, Belgique)
- Marqueurs ADN de poids moléculaire utilisés (Figure II.9)!:
100 bp DNA Ladder (Promega, Madison, USA)!
1 kb DNA Ladder (Promega, Madison, USA)!
Méthode :
-  Porter à ébulition un volume approprié d’un mélange contenant du TBE 1X
additionné de 0,5 à 2 % d’agarose selon la taille des fragments à séparer.
- Ajouter le bromure d’éthidium (dilué 5000X) à cette solution.
- Couler sur le support ad hoc muni de peigne(s) et laisser solidifier le gel.
- Immerger le gel dans la cuve d’électrophorèse remplie de tampon TBE 1X.
- Déposer les échantillons contenant le tampon de charge dans les puits du gel.
- Faire migrer les échantillons à un voltage compris entre 80 V et 120 V. Les
fragments d’ADN, chargés négativement, se déplacent vers l’anode, à une
vitesse inversement proportionnelle à leur taille.
- Arrêter l’électrophorèse et visualiser les différents fragments dans le gel sous
une illumination U.V.
- Photographier le gel.
II.16 Le séquençage
Les réactions de séquençage d’ADN plasmidique ont été réalisées au sein du
département de médecine (Neurobiologie) des FUNDP. La technique utilisée repose sur
l'incorporation par PCR de nucléotides fluorescents . Suivant les ADN à séquencer, les
amorces universelles «!M13 sens», «!M13 antisens!», «!BHG!» ont été utilisées.
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II.17 Western blot
L’électrophorèse en gel d’acrylamide en présence de SDS (SDS-page) permet de
séparer les protéines selon leur poids moléculaire. Le transfert de celles-ci sur membrane de
nitrocellulose ou de polyvilidine difluoride (PVDF) permet en outre leur détection à l’aide
d’un anticorps spécifique (anticorps primaire) et d’un anticorps secondaire conjugué à une
peroxydase. La détection est  réalisée en présence du substrat de la peroxydase et du luminol.
L’oxydation du luminol s’accompagne d’émission de lumière qui peut être détectée à l’aide
d’un film autoradiographique.
II.17.1 Préparation des lysats cellulaires
-  Rincer les cellules au PBS puis lyser directement à l’aide du réactif M-PER
(Pierce, Rockford, U.S.A.) additionné d’un coktail d’inhibiteurs de protéases.
-  Collecter le lysat et centrifuger 10 min à 13.000 g pour éliminer les débris
cellulaires.
Matériel!:
- extraits cellulaires de fibroblastes WI-38 ou WI-38 / SV40 transfectés ou non
- Centrifugeuse (Biofuge pico, Heraeus, Allemagne)
- Minigel  NUPAGE (Invitrogen, Carlsbad, U.S.A)
- Tampon de migration!:
tampon MOPS!: 50 ml (Invitrogen, Carlsbad, U.S.A)
eau distillée!: porter à 1 litre
- Minicuve (Invitrogen, Carlsbad, U.S.A)
- Etalons de poids moléculaire!:
Seeblue plus 2 pre-stained protein standard (Invitrogen, Carlsbad,
U.S.A)
Prosieve color protein markers (BioWhittaker Molecular Applications,
Rockland, USA)
Magicmark western standard (Invitrogen, Carlsbad, U.S.A)
- Eponges
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- Papiers Whatman (Merck, Darmstadt, Allemagne)
-  Membrane PVDF (Amersham Pharmacia Biotech UK Limited, Uppsala,
Suède)
- - Tampon de transfert!:
tampon de transfert NU PAGE : 5ml (Invitrogen, Carlsbad, U.S.A)
méthanol : 10ml (20ml si deux gels)
eau distillée!: porter à 100ml
- Générateur (Biorad Power PAC 300)
- Tampon de rinçage (TBS-Tween)!:
TBS (100x)
Tween 20 (1000x)!: Polyoxyethylenesorbitan monolaurate (Sigma, St
Louis, USA)
Porter à volume avec de l’eau distillée
Gloria (5%) (Gloria, Nestlé, Belgique))
- Anticorps primaires
PK : Anticorps monoclonal de souris anti PKM de rat et d'humain
AOP2 : Anticorps reçu de l'équipe du Pr. Fisher (Université de
Pennsylvanie)
HSP27 : Anticorps monoclonal de souris (Biotech, Santa Cruz)
alpha-Tubuline!: Anticorps monoclonal de souris (Innogenex, UK)
- - Anticorps secondaires!
Anticorps de mouton anti-souris (Amersham Pharmacia Biotech, UK)
Anticorps de singe anti-lapin
- - Substrat de révélation!:
Western lightning chemoluminescence reagent plus (PerkinElmer Life
Sciences,    Boston, USA)
Supersignal west Femto maximum sensitivity substrate (Pierce,
Rockford, USA)
Supersignal west Pico maximum sensitivity substrate (Pierce,
Rockford, USA)
- Film autoradiographique (Biotech, Buckinghamshire, Angleterre)
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Méthode!:
-  Décongeler les extraits cellulaires et faire bouillir 4 minutes en présence du
tampon de charge.
-  Centrifuger 10 min à 13000 rpm pour précipiter les débris cellulaires
insolubles.
- Déposer les échantillons sur gel et laisser migrer durant environ 1 heure (sous
200V), dans le tampon de migration (20x).
- Enlever le gel du moule et retirer le stacking gel (les puits) ainsi que la bande
inférieure du gel à l’aide d’une spatule.
- Effectuer le montage suivant :
électrode négative
2 éponges imbibées de tampon de transfert NUPAGE
2 whatmans imbibés de tampon de transfert NUPAGE
gel
membrane PVDF préalablement équilibrée dans le méthanol, rinçée à
l’eau et imbibée de  tampon de transfert NUPAGE
2 whatmans imbibés de tampon de transfert NUPAGE
2 éponges imbibées de tampon de transfert NUPAGE
électrode positive
- Transfert des protéines du gel sur la membrane PVDF en présence de tampon
de transfert (et d’eau dans le reste de la cuve de manière à éviter une surchauffe
sous l’effet du courant)!: sous 30V durant au moins 2 heures.
- Bloquer la membrane en présence de TBS-T + gloria (5%) durant 1 heure sur
un rotateur (dans un biberon).
-  Incuber la membrane avec les anticorps primaires dilués dans du TBS-T +
gloria (5%) durant une heure sur rotateur.
- Rinçer la membrane 3 fois durant 5 min avec du TBS-T + gloria (5%).
- Incuber la membrane avec les anticorps secondaires dilués dans du TBS-T +
gloria (5%) durant une heure sur rotateur.
- Rinçer la membrane une fois 5 min avec du TBS-T + gloria(5%), deux fois 5
min avec du TBS-T seul et une fois 10 min avec du TBS-T seul.
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- Placer la membrane durant 5 min en présence du substrat de la peroxydase sur
rotateur.
-  En chambre noire, exposer un film autoradiographique sur la membrane de
manière à obtenir une révélation optimale.
- Placer le film dans la solution de révélation (environ 1 min).
- Rincer à l’eau puis placer dans la solution de fixation.
- Rincer de nouveau à l’eau courante.
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III RESULTATS ET DISCUSSIONS
Nous avons vu, dans l'introduction de ce mémoire, que des études transcriptomiques et
protéomiques ont été réalisées sur des fibroblastes humains pour identifier des gènes dont
l’expression varie lors de la sénescence réplicative ou lors de la sénescence prématurée
induite par des stress subcytotoxiques (SIPS).
La première partie de notre travail a consisté à vérifier les résultats obtenus par DD
RT-PCR, et à mettre en évidence l’expression différentielle de certains gènes, par la technique
de la RT-PCR en temps réel.
Dans la seconde partie de ce travail, nous nous sommes focalisés sur un nombre limité
de gènes dont l’expression différentielle en SIPS ou en sénescence réplicative a été
démontrée. Ces gènes sont la pyruvate kinase, la protéine chaperone HSP27 et la 1 cys-
peroxyredoxine ou AOP2. Nous avons plus particulièrement investigué un effet protecteur
éventuel de la surexpression de ces gènes vis-à-vis de stress cytotoxiques (éthanol ou t-BHP).
Cette approche sous-entend la construction de vecteurs d’expression à l’aide du système
Gateway, la transfection stable de fibroblastes WI-38 immortalisés par l’antigène T du virus
SV40 et l’analyse d’un effet protecteur vis-à-vis des stress par l’établissement de courbes de
survie des cellules transfectées.
III.1 Culture cellulaire et extraction de l’ARN
Afin de disposer d’extraits d’acides nucléiques provenant de cellules en SIPS, ou en
sénescence réplicative, nous avons réalisé une série de cinq stress successifs sur des
fibroblastes humains de poumons fœtaux WI-38, et ce, à raison d’un stress par jour pendant
une heure pour le t-BHP et deux heures pour l’éthanol. Nous avons également utilisé des
cellules sénescentes. Une période de 48 heures de récupération est alors laissée aux cellules.
Les biomarqueurs de la sénescence apparaissent endéans ces 48 heures. En parallèle, nous
avons réalisé deux types de contrôles. Il s’agit d’une part de cellules jeunes n’ayant subi
aucun stress définies par le terme "J0" (jour 0) et d’autre part, de cellules soumises aux
mêmes traitements que les cellules stressées mais en absence de molécule stressante. Ces
dernières, définies par le terme de !contrôle!, permettent de discriminer les effets dus aux
changements de milieu par rapport aux effets dus aux stress eux-mêmes. Nous avons
également utilisé des cellules sénescentes qui ont effectué 50 DCPs. Afin de vérifier l’état de
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sénescence réplicative de nos cellules ou l’effet des stress à l’éthanol ou au t-BHP, nous avons
analysé deux biomarqueurs communs à la SIPS et à la RS, à savoir!: l’activité S.A b-gal ainsi
que l’arrêt de prolifération cellulaire par l’incorporation de thymidine tritiée rapportée à la
quantité de protéines cellulaires. Nous avons effectué une extraction d’ARN total à partir des
cellules stressées ou sénescentes. L’ARNm a ensuite été rétrotranscrit en ADNc servant de
matrice pour la PCR en temps réel.
III.1.1 Cellules positives pour l’activité S.A b-gal
Résultats
La figure III.1 montre la proportion de cellules positives pour l’activité S.A b-gal
pour les différentes conditions testées. Dans le cas des cellules en sénescence réplicative, nous
constatons une augmentation d’un facteur 3,5 par rapport aux cellules "J0".
De même, la proportion de cellules exprimant l’activité S.A b-gal est plus élevée chez
les cellules en SIPS induite par le t-BHP ou l’éthanol. Les valeurs sont proches de 59% et
68% respectivement, ce qui correspond aux résultats obtenus précédemment dans le cas de
stress au t-BHP (Dumont et al., 2000) ou à l'éthanol.
Discussion
Les résultats obtenus démontrent une augmentation de la proportion de cellules
positives pour l’activité S.A b-gal, tant pour les cellules en sénescence réplicative que pour
les cellules en SIPS induite par les stress au t-BHP ou à l’éthanol. Dans le cas de la SIPS,
cette augmentation est cependant moins marquée. Ces données confirment des travaux
montrant que les cellules en SIPS ressemblent à des cultures pré-sénescentes, en ce qui
concerne plusieurs biomarqueurs de sénescence (Dumont et al., 2000). L'augmentation de
cellules positives pour la S.A b-gal dans la population de cellules «!contrôle!» est légèrement
supérieure à ce qui avait été observé précédemment. Nos résultats démontrent donc que les
stress ont été correctement réalisés et valident les ARN extraits de ces cellules pour vérifier
l’expression différentielle des gènes d’intérêt.
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III.1.2 Mesure du potentiel prolifératif
Résultats
La figure III.2 représente l'estimation du potentiel prolifératif des fibroblastes WI-38,
dans différentes situations testées (cellules contrôles, cellules stressées au t-BHP ou à
l’éthanol, cellules sénescentes), par mesure de l’incorporation de thymidine tritiée dans
l'ADN, celle-ci est normalisée par rapport à la quantité totale de protéines cellulaires. Nous
savons en effet que celle-ci reflète le nombre de cellules lors de l’étape d’incorporation
(Dumont et al., 2000).
Par rapport aux cellules «!contrôles!» (100%), l'incorporation de thymidine tritiée par
les cellules sénescentes ou les cellules stressées par l’éthanol ou le t-BHP est fortement
diminuée. On observe en effet des diminutions respectives de 29%, 54% et 91%. Des travaux
précédents ont montré que le potentiel prolifératif des cellules contrôles avant stress et des
cellules contrôle de stress était très similaire (Chainiaux et al., soumis).
Discussion!:
Lorsque les fibroblastes sont cultivés in vitro, leur potentiel prolifératif diminue au gré
des générations successives. L’incorporation de thymidine tritiée permet de mettre cette
propriété en évidence (Dumont et al., 2000). Dans nos expériences, la diminution du potentiel
prolifératif des cellules en SIPS est moins importante que chez les cellules sénescentes.
Les résultats de ces expériences corrèlent les données relatives à la S.A ß-gal et les
résultats obtenus lors d’études précédentes. Les ARN que nous avons extraits seront donc
utilisés en toute confiance lors de la RT-PCR en temps réel.
III.2 Expression différentielle
72 h après le dernier stress, nous avons procédé à l’extraction de l’ARN des
différentes populations cellulaires (cellules "J0", «!contrôles!», cellules stressées au t-BHP ou
à l’éthanol, sénescentes). L’ARN a ensuite été rétrotranscrit en ADNc en utilisant un oligo-
d(T) comme amorce. Les courbes d'amplification représentées à la figure III.3 ont été
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réalisées dans 4 tubes PCR distincts à partir du même échantillon d'ADNc de départ, le 23
kDa highly basic protein (HBP). Elles témoignent donc de la reproductibilité de l'expérience.
Afin de réaliser la quantification du niveau relatif des ARN messagers correspondant
aux 12 gènes auxquels nous nous intéressons (figure III.4) dans les différentes conditions
expérimentales, nous avons défini, pour chacun d’entre eux, un couple d’amorces. Les
différentes amorces que nous avons utilisées sont reprises dans le tableau de la figure III.5.
Nous avons contrôlé la nature des produits amplifiés par RT-PCR en temps réel en
réalisant des courbes de dissociation, l’une d’entre elles est représentée à la figure III.6.
Aucun pic correspondant à la formation de dimères d’amorces ou de produits aspécifiques n’a
été observé.
III.2.1 Détermination des efficiences d'amplification
Nous avons, pour chacun des gènes, établi une droite standard en réalisant, pour
chaque gène étudié, une PCR en temps réel à partir d'une série de dilutions de 10-1 en 10-4 de
l'ADNc de départ. La méthode de quantification utilisée pour traiter les résultats de PCR en
temps réel (voir matériel et méthodes) requiert que l'efficience de PCR soit comparable pour
les gènes d'intérêt et pour le gène de référence (ici, 23 kDa HBP). Nous pouvons observer que
les pentes des droites standard obtenues pour le gène de référence et pour chaque gène
d'intérêt sont similaires. Les efficiences d'amplification sont donc comparables pour tous les
gènes étudiés, ce qui nous permet de normaliser le niveau des transcrits d'intérêt par rapport à
celui de 23 kDa HBP (figure III.7).
III.2.2 Quantification des niveaux relatifs de transcrits des gènes d'intérêt
Après avoir optimalisé les conditions de la PCR, nous avons quantifié le niveau relatif
des transcrits des gènes d’intérêt par rapport à celui de notre gène de référence (23 kDa HBP)
et ce, pour les cellules stressées ou en sénescence réplicative.
L’analyse des résultats commence par la détermination du Ct. L’expression relative
des différents gènes a été calculée par la méthode des DDCt, dont le principe est décrit dans le
matériel et méthodes.
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La figure III.8 montre les résultats obtenus pour les 12 gènes auxquels nous nous
intéressons, et ce, à partir des cellules stressées ou sénescentes. Nous pouvons faire plusieurs
observations!:
Résultats
a) Transcrits pour lesquels une augmentation de niveau relatif d'au moins 10 fois est
observée dans au moins une condition expérimentale (figure III.8a)
Le résultat le plus marquant est observé pour l'apolipoprotéine L, où une augmentation
du niveau relatif de transcrit de plus de 13 fois est observé dans les cellules sénescentes par
rapport aux cellules jeunes "J0". Le résultat obtenu pour les cellules en SIPS est moins
éloquent. Une faible augmentation de 1,72 fois est observée suite au traitement au t-BHP. Une
faible diminution d'environ 30% est observée en SIPS induite par l'éthanol.
b) Transcrits pour lesquels une augmentation de niveau relatif de 5 à 10 fois est
observée dans au moins une condition expérimentale (figure III.8b)
Le niveau relatif de transcrit de M83 est augmenté de plus de 7 fois en sénescence
réplicative alors qu'une faible augmentation de 1,21 et 1,43 fois est observée en SIPS induite
par le t-BHP et l'éthanol respectivement. Dans le cas d'HSP27, on note une augmentation de 5
fois en sénescence réplicative, plus de 3 fois en SIPS induite par le t-BHP et proche de 2 fois
en SIPS induite par l'éthanol.
c) Transcrits pour lesquels une augmentation de niveau relatif de 2 à 5 fois est
observée dans au moins une condition expérimentale (figure III.8c)
Le niveau relatif de transcrit de S100A4 chute fortement en sénescence réplicative
alors qu'une augmentation de 2,73 et 2,13 fois est observée en SIPS induite respectivement
par le t-BHP. Pour CPR2, une augmentation de 2,47 fois est observée en sénescence
réplicative et une augmentation, plus faible, de 1,53 est observée en SIPS induite par le t-
BHP. Le niveau de la pyruvate kinase est plus élevé en sénescence réplicative (2,18 fois) et
dans les deux types de SIPS (2,07 fois pour le t-BHP et 1,40 fois pour l'éthanol). Pour AOP2,
on observe une augmentation de 3,43 fois chez les cellules sénescentes, une augmentation de
1,51 pour les cellules en SIPS induite par le t-BHP et une diminution dans les cellules en SIPS
induite par l'éthanol. Des résultats similaires sont obtenus pour ARPC2 avec des valeurs
respectives de niveau relatif de transcrit de 1,74 ; 2,40 et 1,77 fois.
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d) Transcrits pour lesquels une augmentation de niveau relatif inférieure à 2 fois est
observée dans au moins une condition expérimentale (figure III.8d)
Le niveau relatif de transcrit de la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) est
augmenté de 1,84 fois chez les cellules sénescentes et de 1,34 fois chez les cellules en SIPS
induite par le t-BHP. De faibles augmentations du niveau d'expression ont aussi été obtenues
pour S100A13, surtout chez les cellules sénescentes et les cellules en SIPS induite par
l'éthanol.
Au vu des résultats obtenus, au moins deux directions principales peuvent être prises.
Une première consiste à déterminer si les modifications de niveau de transcrits s'accompagne
ou non de modifications de niveau protéique. La seconde consiste à voir l'effet d'une
surexpression de l'ADNc d'un des gènes d'intérêt sur le phénotype et plus précisement, dans le
cas qui nous occupe, un effet sur la résistance aux stress (meilleure survie, résistance à la
SIPS, etc.). Il existe d'autres voies comme par exemple diminuer le niveau de protéines codée
par un gène particulier (utilisation d'oligonucléotides antisens, etc.)
Dans le cadre du temps imparti pour ce mémoire, nous étions contraints de nous
limiter aux deux premiers types d'approche et ce, pour un nombre limité de candidats. Vu le
rôle évident de HSP27 et AOP2 dans la réponse aux stress et du rôle évident de la PK2M dans
le métabolisme énergétique, lui même intervenant dans la réponse aux stress, nous nous
sommes limités à ces trois candidats.
III.3 Vecteurs d’expression pour la pyruvate kinase, HSP27 et AOP2
Les constructions relatives à la pyruvate (PK2M) ont été réalisées grâce au système de
clonage Gateway dont le principe est décrit dans la partie Matériel et Méthodes.
En ce qui concerne les gènes HSP27 dans le vecteur pCI Néo et AOP2 dans le vecteur
PCR3.1, ils nous ont été fournis respectivement par le centre de Génétique moléculaire et
cellulaire, CNRS UMR 5534, Lyon et par l'université de Pennsylvanie (Pr. Fisher).
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III.3.1 Constructions des vecteurs d'entrée pour la pyruvate kinase
L’ADNc correspondant aux gènes de la pyruvate kinase a été commandé chez RZPD
(clone IRALp962I1123). Celui-ci a servi de matrice pour la synthèse par PCR d'un fragment
correspondant à l’ADNc de la pyruvate kinase, qui a été ensuite inséré dans le vecteur
pENTR/D-TOPO (figure III.9a) par la technologie du TOPO cloning directionnel (voir
Matériel et Méthodes). La présence ou non d’un codon stop à la fin de la phase de lecture
permettra l’expression de la pyruvate kinase native (PK2M) ou fusionnée aux épitopes V5 et
6 His à l’extrémité C-terminale de la protéine (PK2MT).
Nous avons par la suite identifié les clones positifs ayant intégré les inserts PK2M et
PK2MT par restriction avec les enzymes Bgl II et Not I. Nous observons pour la plupart des
candidats les profils de restriction attendus, à savoir une première bande à  540 pb et une
seconde à environ 4000 pb (figure III.10).
Sur cette base, nous avons sélectionné pour chacune des 2 constructions (pENTR-
PK2M1 et pENTR- PK2MT2).
La nature de l’insert a été confirmé par séquençage des extrémités à l’aide des amorces
M13 sens et M13 antisens.
III.3.2 Constructions des vecteurs de destination (réaction LR)
Des réactions de recombinaisons in vitro ont été réalisées entre les deux clones
d’entrée et le vecteur de destination pCDNA DEST-40 (figure III.9b).
Après transformation, les clones d’expressions positifs ont été identifiés par analyse de
profils de restriction.
Les restrictions à l’aide des enzymes Sac1 et Hind3 nous ont permis d’identifier les
clones positifs, ceux-ci présentent le profil de restriction attendu, c’est-à-dire deux fragments
de 300 pb et 7 Kb (figure III.11).
Les clones 5 et 22 ont été sélectionnés pour l’expression de la pyruvate kinase native
ou fusionnée respectivement. L’identité des inserts a également été vérifiée par séquençage.
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III.4 Transfection des fibroblastes WI-38 immortalisés et courbes de survie
au t-BHP
Les cellules SV40 ont été transfectées par la méthode au phosphate de calcium avec
les vecteurs d’expression contenant nos gènes d’intérêt à savoir les vecteurs pDEST40-
PK2MT22, pDEST40-PK2M5, pCI Neo-HSP27, PCR 3.1-AOP2 ainsi qu’avec les  trois
vecteurs vides (figure III.12). Ensuite, les cellules transfectées ont été sélectionnées en
présence de néomycine (400 mg / ml) durant 10 jours.
Nous avons remarqué que les cellules transfectées avec la PK, fusionnée ou non,
semblaient se diviser plus rapidement que les autres transfectants. Nous supposons un effet
mitogène de la pyruvate kinase sur ces cellules. Cette hypothèse devra être vérifiée
ultérieurement par mesure d'incorporation de thymidine tritiée.
III.4.1 Estimation de la survie cellulaire après stress
A partir des cellules transfectées, et sélectionnées à la néomycine, nous avons étudié
l’effet de la surexpression de la pyruvate kinase et d’HSP27 sur la résistance des cellules à des
doses croissantes de t-BHP (0-1500 mM) pendant 2 h. Pour chaque concentration et pour les
différentes constructions, des triplicats ont été réalisés. 24 heures après le traitement, nous
avons dosé la quantité de protéines présentes dans les puits, ce qui permet d’estimer le
nombre de cellules résistant aux différentes doses de t-BHP et de dresser les courbes de survie
illustrées à la figure III.13 (Dumont et al., 2000).
Résultats!:
Après les stress au t-BHP, on note surtout que la quantité de protéines chute
brutalement dès 125 mM sous t-BHP. Des effets protecteurs sembleraient se dégager si ce
n'est que la courbe de survie obtenue pour les cellules transfectées avec pCDNA 3.1 vide est
farfelue, puisque les valeurs augmentent en fonction de la concentration en t-BHP.!
Il faudra recommencer cette expérience et tester des concentrations intermédiaires
comprises entre 0 et 125 mM.
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III.5 Vérification de la surexpression des protéines par western blot
Nous avons choisi la technique du western blot afin de vérifier la surexpression de la
pyruvate kinase (PK2M et PK2MT), d’HSP27 et d’AOP2 chez les cellules transfectées avec
les vecteurs PK2M-pDEST40, PK2MT-pDEST40, HSP27-pCI Néo et AOP2-PCR 3.1. La
quantité de protéines recombinantes a été comparée aux extraits de cellules transfectées par
les vecteurs vides.
Nous avons réalisé deux western blot pour la pyruvate kinase. Le premier nous a
permis, grâce à l’anticorps anti-V5, de détecter la forme fusionnée de la PK2M au poids
moléculaire attendu (58 kDa, piste 3). Comme nous nous y attendions, l’anticorps anti-V5 ne
reconnait pas la forme non taggée de la PK2M (figure III.14a).
Un second western blot a été réalisé en utilisant l’anticorps anti-PK2M. Nous
constatons une bande à la hauteur de la PK2M (58 kDa) dans les trois puits (figure III.14b).
Il nous est cependant difficile de mettre en évidence la protéine recombinante par rapport à la
pyruvate kinase endogène.
De la même manière, aucune surexpression n’a pu être démontrée pour les protéines
HSP27 et AOP2 (figure III.15 a et b) avec leurs anticorps spécifiques.
Ces résultats doivent cependant être interprétés avec précaution. Il faut en effet
souligner que si la surexpression est évidente à l’aide de l’anticorps anti-V5, celle-ci est
difficile à démontrer au moyen de l’anticorps anti-PK2M spécifique de la pyruvate kinase. Il
est également important de souligner que ces expériences ont été réalisées sur une population
hétérogène de cellules sélectionnées à la néomycine, et non pas sur une population clonale
testée et sélectionnée pour une expression optimale.
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IV CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
Dans ce travail, nous avons tout d'abord étudié le niveau relatif de 12 transcrits chez
des fibroblastes WI-38 en Sénescence Induite Prématurément par des Stress (SIPS) par le t-
BHP ou par l'EtOH, ou en Sénescence Réplicative (SR). Nous avons utilisé la technique de
RT-PCR en temps réel afin de valider les résultats obtenus par approche transcriptomique
(Differential Display RT-PCR) et par approche protéomique (gels 2D).
En ce qui concerne les transcrits identifiés suite au DD RT-PCR, peu de renseignements sont
connus:
KPNB1 ou karyophérine ß-1 joue un rôle dans le transport des protéines
cytoplasmiques possédant une séquence consensus NLS vers le noyau (Pemberton et al.,
1998). On pourrait donc s'attendre à ce que ces protéines, une fois dans le noyau, jouent le
rôle de régulateur d'expression d'autres gènes intervenant dans la sénescence ou la SIPS.
RPN2 ou ribophorine 2 ainsi que la ribophorine 1 semblent être impliquées dans la
liaison du ribosome à l'ARNm (Crimaudo et al., 1987).
M83 est une protéine à 5 domaines transmembranaires de 84 kDa exprimée en surface
cellulaire dont on ne connait rien de la fonction (Motohashi et al., 2000).
ARPC2 (p34-Arc) code pour une protéine intervenant comme sous-unité du complexe
Arp 2/3. Ce complexe intervient dans l'augmentation de la polymérisation des monomères
d'actine et dans l'organisation des filaments d'actine en structure tridimensionnelle (Mullins et
al., 1998). Ce complexe pourrait peut-être jouer un rôle dans la réorganisation du
cytosquelette lors du changement de la morphologie cellulaire observé en SIPS et en SR, plus
particulièrement dans la formation de fibres de stress (Chen et al., 2000b).
S100A4 et S100A13 sont des protéines de liaison au calcium à motifs "two EF-hand".
Une des fonctions de S100A4 est de moduler la dynamique du cytosquelette (pour une revue:
(Donato, 2001)).
CPR2 (cell cycle progression 2 protein) est impliquée dans la régulation du cycle
cellulaire, plus particulièrement dans l'arrêt en phase G1, observée chez les cellules
sénescentes et chez les cellules en SIPS (Edwards et al., 1997).
ApoL (apolipoprotéine L1): Il existe 6 membres dans la famille des apolipoprotéines.
L'apolipoprotéine L1 est ubiquiste. Une altération de son expression lors de la grossesse
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entraîne un retard de croissance du fœtus (Page et al., 2001). Un rapport direct avec la
sénescence cellulaire n'est pas évident, ceci justifiant peut-être son étude plus approfondie
pour mettre à jour des fonctions plus précises de cette protéine.
Notons aussi qu'il y a peu de concordance entre les niveaux différentiels de transcrits
suggérés par les résultats du DD RT-PCR et ceux obtenus après vérification de ces différences
par RT-PCR en temps réel. Ceci conforte donc la nécessité absolue de vérifier les résultats
obtenus par DD RT-PCR au moyen d'une technique alternative.
En ce qui concerne les quatre candidats identifiés par l'étude protéomique, une
surexpression de la pyruvate kinase, est observée dans les cellules en SIPS et dans les cellules
sénescentes, et ce, tant au niveau protéique sur gel 2D qu'au niveau des transcrits étudiés par
RT-PCR en temps réel. La pyruvate kinase est l'enzyme régulatrice clé de la glycolyse
transformant le phosphoénolpyruvate en pyruvate. D'autres études ont montré qu'il y avait une
corrélation entre l'augmentation du contenu en pyruvate kinase, une augmentation de l'activité
glycolytique chez les cellules sénescentes, ainsi qu'une production plus élevée de lactate
(Goldstein et al., 1982).
En ce qui concerne l'AOP2 ou 1 cys-peroxyredoxine, une surexpression est observée
dans les cellules en SIPS induite par le t-BHP aussi bien au niveau du transcrit qu'au niveau
de la protéine. Il faut remarquer qu'il existe plusieurs isoformes de la protéine, représentées
par des spots différents sur gel 2D et que ces différentes isoformes ne sont pas exprimées de la
même manière dans les cellules sénescentes. L'AOP2 possède deux activités: une activité
phospholipase A2 et une activité glutathion peroxydase (Chen et al., 2000a). Elle permet donc
de détoxifier les phospholipides peroxydés générés par les stress oxydatifs. Contrairement aux
résultats observés au niveau protéique, une baisse du niveau des transcrits de l'AOP2 est
observée chez les cellules en SIPS induite par l'éthanol.
La glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) est sous-exprimée chez les cellules
sénescentes. Un phénotype sénescent est caractérisé par un potentiel prolifératif réduit et
l'apparition de l'activité S.A ß-gal (Ho et al., 2000). La G6PD est la première enzyme de la
voie des pentoses phosphates, principale source de NADPH et de ribose-5-phosphate,
intervenant dans la synthèse des bases de l'ADN (Kletzien et al., 1994). Une diminution de la
quantité en G6PD favorise l'utilisation du glucose comme substrat de la glycolyse. Ceci doit
être ajouté à l'augmentation de la PKM qui favorise, elle aussi, la glycolyse. Cette
augmentation de la voie glycolytique pourrait contrecarrer la diminution de l'activité
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mitochondriale quant  à la production d'ATP. Une baisse d'activité de la G6PD favorise aussi
l'arrêt du cycle cellulaire via une diminution de la quantité de bases constituant l'ADN.
La petite protéine chaperone HSP27 (small Heat Shock Protein) présente une
surexpression aussi bien au niveau de son transcrit qu'au niveau de la protéine. D'autres études
ont montré qu'elle pouvait protéger les cellules contre des stress oxydatifs en favorisant la
présentation des protéines oxydées au protéasome, permettant ainsi leur dégradation (Arrigo,
2001). Ce rôle protecteur pourrait donc être accru suite à l'augmentation de son niveau d'ARN
et de protéine.
L'étude protéomique visant à comparer les cellules en SIPS et en SR a montré que
plusieurs isoformes de la même protéine peuvent présenter une différence de niveaux dans les
différentes conditions expérimentales étudiées. Cela ne veut pas dire que les protéines pour
lesquelles on a mis en évidence un changement de niveau protéique d'une seule isoforme ne
sont pas présentes ailleurs, à un niveau inchangé sur le gel 2D, sous d'autres isoformes. Donc,
cela rend difficile la comparaison entre des variations de niveau protéique trouvées pour une
isoforme sur un gel 2D et les résultats issus de la détermination du niveau total de transcrits.
Cependant, pour la plupart des protéines connaissant une augmentation de niveau
d'expression en SIPS ou chez les cellules sénescentes, on trouve une augmentation de niveau
de transcrits (figure IV.1).
L'ADNc de ces candidats (HSP27, AOP2 et PK2M) a été cloné dans des vecteurs
d'expression Afin d'étudier le rôle que pourrait avoir la surexpression de chacune de ces
protéines dans la résistance de fibroblastes SV40 à des stress cytotoxiques, nous avons réalisé
des transfections au phosphate de calcium de ces 3 constructions dans des fibroblastes
humains WI-38 immortalisés par l'antigène T du virus SV40. Les expériences ont dû être
réalisées avec des cellules non encore au bout de leur processus de sélection. Ces expériences
préliminaires devront être recommencées lorsque le processus de sélection sera terminé.
Pour les gènes dont la fonction est inconnue, des expériences de transfection en vue de
leur surexpression pourraient être utiles. Cela permettrait d'avoir une indication sur le rôle
qu'ils pourraient avoir dans le cycle cellulaire, l'apoptose ou bien encore dans la réponse aux
stress cytotoxiques et subcytotoxiques.
Une étude sur la durée de vie de la levure a été réalisée à l'Université de Gand (Chen et
al., soumis). Cette équipe a développé une stratégie permettant de cloner une librairie d'ADNc
humain dans un modèle de levure, à raison d'un ADNc par levure. La méthode est basée sur
l'analyse de cellules de levure montrant un nombre plus élevé de divisions cellulaires indiqué
par un nombre plus élevé de cicatrices sur la surface des cellules mères. Ces cicatrices sont
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mises en évidence par un fluorochrome et permettent de sélectionner les gènes augmentant la
durée de vie proliférative. Ils ont en effet montré, pour un gène de fonction précédemment
inconnue, que ce gène prolongeait la durée de vie proliférative de C. elegans. Ils se posent
actuellement la question de savoir si la résistance accrue à l'H2O2, observée dans la levure
exprimant ce gène, se retrouvera aussi chez des cellules humaines confrontées à des stress
oxydatifs cytotoxiques et subcytotoxiques. On sait en effet qu'il existe une corrélation entre la
résistance cellulaire à divers stress et la durée de vie de l'espèce dont les cellules sont
prélevées (Kirkwood et al., 2000). Divers mutants de C. elegans possèdent une durée de vie
accrue et une résistance accrue aux stress de différentes natures (Murakami et al., 2000).
Dans ce mémoire, nous avons montré que les différentes étapes de clonage et de
transfection dans des cellules humaines que nous avons réalisées pour trois gènes (HSP27,
AOP2 et PK2M), afin d'étudier leur rôle dans la résistance contre des stress cytotoxiques,
constituent un moyen idéal de tester l'hypothèse d'un rôle de protection contre les stress.
L'étape suivante serait de réaliser des transfections stables de nos candidats par la
méthode des rétrovirus pour pouvoir étudier leur rôle dans la SIPS et l'apparition des
biomarqueurs de la sénescence réplicative ainsi que leurs effets sur le nombre de doublements
cumulatifs de population.
Après cela, il serait envisageable de générer des souris knock-out ou transgéniques
pour un nombre limité de ces gènes afin de voir s'ils sont essentiels à la survie cellulaire, ou
s'ils modulent la durée de vie de ces animaux ou s'ils modulent des fonctions physiologiques
particulières.
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